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Resumo  

A presente tese trata sobre sistemas fotoluminescentes e suas aplicações em 

tecnologias de luz. O primeiro capítulo descreve o planejamento da arquitetura e a 

aplicação de pequenas moléculas orgânicas derivadas do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola 

(BTD) como sensores fluorescentes para experimentos de imageamento celular. Os 

compostos foram planejados de modo que apresentassem seletividade por determinada 

organela de acordo com suas características estruturais, como carga iônica, solubilidade 

e presença de grupos funcionais, criando uma relação entre as características de suas 

estruturas e a organela alvo de marcação. Os resultados obtidos mostram a necessidade 

de mais estudos nessa área, uma vez que as relações obtidas foram diferentes do 

esperado. Dentre os compostos testados um apresentou seletividade por mitocôndrias e 

outro pela membrana plasmática. Experimentos de co-marcação foram realizados para 

a confirmação destes resultados. Análises de EPR demonstraram que o composto 

fluorescente não leva à formação de espécies reativas de oxigênio no interior das células, 

não afetando o metabolismo destas. O segundo capítulo discorre sobre nanopartículas 

de carbono fluorescentes, C-dots. Sua síntese, caracterização, estudos de propriedades 

fotoluminescentes, estudo de suas propriedades de agregação em solução são 

apresentados. Os C-dots obtidos neste trabalho apresentaram propriedades 

fotoluminescente sem precedente na literatura, com comportamento inédito em 

diferentes condições de pH e concentração. Suas emissões foram estudadas também 

em solução na presença de diferentes íons metálicos, afim de se verificar o efeito que a 

distribuição eletrônica e a carga destes teriam na emissão das partículas. Os 

experimentos revelaram também o efeito do ambiente químico nas propriedades de 

agregação, tamanho de partícula e potencial de carga de superfície. Com base nos 

resultados obtidos, um modelo de estrutura para essas partículas foi proposto para 

explicar o comportamento observado. 
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Abstract 

This work describes photoluminescent systems and their applications in Bioimaging 

experiments and light technologies. In the first chapter, small molecules 2,1,3-

benzothiadiazole (BTD) derivatives (neutral, singly-charged and doubly-charged) were 

planned to elucidate the relationship between the molecular architecture and the 

selectivity inside the cells. The compounds were designed in a way that they presented 

preference for a specific organelle according to their molecular features such as ionic 

charge, solubility and the presence of functional groups, creating a relationship between 

the chemical structure and the biological target. The results obtained showed a need for 

new strategies, since the ones tested did not bring the expected outcomes. One of the 

derivatives stained mitochondria selectively another one stained the plasma membrane 

in an unexpected manner. Co-staining experiments confirmed the cellular localization of 

the new derivatives. EPR experiments demonstrated the fluorescent marker does not 

interfere in the production of reactive oxygen species inside the cells. The second chapter 

describes carbon nanoparticles, C-dots. Synthesis, characterization, investigation of its 

photophysical and aggregation properties were carried. The C-dots structure was 

characterized by IR, XPS, TEM, NMR. The nanoparticles presented unprecedented 

photoluminescent behavior that could be tuned by pH and solution concentration. 

Photoluminescent experiments were also conducted in the presence of metallic ions as 

a mean to investigate C-dots electron donation capability and how the electron distribution 

of the ion could influence the C-dots photoluminescence. 
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Materiais Fotoluminescentes 
 

Materiais luminescentes são aqueles que convertem energia absorvida na emissão 

espontânea de radiação eletromagnética na região do UV, visível e regiões do 

infravermelho em luz.1 A maneira como é dada a excitação destes materiais irá 

determinar o tipo de luminescência a ser estudado. A eletroluminescência ocorre quando 

a excitação é causada por uma corrente elétrica. A termoluminescência se deve à 

excitação causada por calor. Existem diversas formas de excitação, neste trabalho será 

discutida em maiores detalhes a fotoluminescência. Esta ocorre quando há a emissão 

espontânea de luz por espécies químicas eletronicamente excitadas, após estas 

absorverem radiação visível do espectro eletromagnético.2 Compostos 

fotoluminescentes, portanto, são aqueles que convertem a radiação eletromagnética 

incidente em luz. 

A energia absorvida por qualquer espécie química pode ser dissipada de duas 

maneiras diferentes: (i) por vias não radiativas, em que a energia pode ser convertida em 

uma reação química ou dissipada na forma de calor por meio de vibrações e rotações 

das ligações químicas; ou (ii) por vias radiativas, em que a energia absorvida é emitida 

na forma de luz. O Esquema 1 apresenta o diagrama simplificado de Jablonski, o qual 

exemplifica os processos de dissipação de energia descritos.3,4 

 

Esquema 1. Diagrama de Jablonski simplificado (adaptado das referências 3 e 4).  
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Hidrocarbonetos aromáticos (pireno, naftaleno), fluoresceína, porfirinas, etc. são 

exemplos de compostos orgânicos fotoluminescentes. Compostos inorgânicos como 

íons de terras raras, íons de metais de transição, vidros dopados (Nd, Mn, Ce, Ag, Cu), 

cristais (ZnS, CdS, ZnSe, CdSe), clusters metálicos e nanotubos de carbono também 

apresentam propriedades fotoluminescentes.1,5,6 Para uma espécie química dissipar 

energia na forma de luz, ela deve possuir determinadas características. Entre estas, 

destacam-se:7 (i) rigidez estrutural; (ii) planaridade; (iii) ligações -conjugadas; (iv) 

grupos funcionais aromáticos; (v) anéis condensados; (vi) orbitais disponíveis que 

permitam transições eletrônicas na faixa do visível. 

Existem diversas pequenas moléculas orgânicas que possuem as características 

citadas acima e são utilizadas como núcleos fluorescentes na síntese de inúmeros outros 

compostos com as mais diversas aplicações em tecnologias de luz.8-10 Outra classe de 

material que também possui as propriedades desejadas para a fotoluminescência e tem 

chamado bastante atenção de diversos grupos de pesquisa são os nanomateriais da 

família do carbono.5,11 Na Figura 1 são apresentados alguns exemplos de núcleos 

orgânicos e de nanoestruturas da família do carbono que são fluorescentes. 

 

Figura 1. Exemplos de pequenas moléculas orgânicas e nanoestruturas de carbono 

fluorescentes (adaptado das referências 11 e 12). 
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Aplicações 

 

As aplicações mais comuns para materiais luminescentes são nas tecnologias de luz,6 

como na confecção de lâmpadas, em diodos emissores de luz (LEDs – Light emitting 

diodes) e dispositivos utilizados na emissão de raios x. São aplicados também em 

diversas outras áreas, como na catálise, onde são empregados como semicondutores 

em processos fotocatalíticos,13 e também em tecnologias de sensores.14 

 Um sensor é, por definição um dispositivo capaz de gerar um sinal luminoso como 

resposta ao interagir com a matéria ou energia.15 Um sensor luminescente é, portanto, 

um dispositivo que tem seu sinal luminoso alterado como resposta após receber um 

estímulo, podendo ser intensificado, suprimido ou alterado. A luminescência como 

ferramenta de detecção é extremamente sensível, com uma ampla variedade de 

aplicações,16,17 sendo empregada na detecção de poluentes,18 em exames clínicos na 

detecção de agentes  biológicos,19  e também no sofisticado monitoramento de organelas 

celulares por meio da microscopia de fluorescência.20 

Bioimageamento 
 
Bioimageamento consiste em experimentos que visualizam os processos biológicos de 

maneira não invasiva em tempo real.21 Os experimentos visam estudar o metabolismo e 

comportamento celular interferindo o mínimo possível nos processos vitais da célula. 

 A técnica utilizada nos experimentos de imageamento celular é a microscopia de 

fluorescência. A microscopia de fluorescência é um ramo da microscopia de luz que faz 

uso de compostos fluorescentes como fonte de contraste. A fonte luminosa emite um 

feixe de luz no visível (acima de 400 nm) com o objetivo de se excitar o fluoróforo que foi 

previamente inserido no interior da célula, ou acoplado a uma biomolécula específica 

com a finalidade de marcar um alvo em particular.22 

Uma das vantagens extraordinárias da microscopia de fluorescência é a 

possibilidade de observação de estruturas que se situam abaixo do limite de resolução 

imposto pela luz que é de cerca de 0,2 m. Ao vermos, por exemplo, a emissão 

fluorescente de um fluoróforo associado a um anticorpo, indiretamente estamos vendo a 
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molécula a qual este anticorpo está associado, mesmo esta molécula estando fora do 

limite de resolução da microscopia de luz.23 

O uso de compostos luminescentes como sondas celulares impulsionou 

enormemente os estudos para monitorar o comportamento das células e suas 

organelas,24-26 permitindo o desenvolvimento de medicamentos e maior compreensão 

dos mecanismos do metabolismo celular.27-29 Na Figura 2 é possível observar o contraste 

gerado por compostos fluorescentes em um microscópio. 

 

 

Figura 2. Célula visualizada em um microscópio (a), não é possível distinguir as 

organelas devido à falta de contraste. A mesma célula, agora com o contraste gerado 

pelos sensores fluorescentes (b) (imagem adaptada30). 

 

 

 Apesar do amplo uso de sondas celulares como ferramenta de pesquisa, e de 

haver empresas voltadas para a produção e comercialização destas, muito ainda há de 

ser desenvolvido na área. 

 Alguns dos problemas enfrentados por pesquisadores da área ao utilizar os 

compostos disponíveis são a dificuldade para estocagem (usualmente requerem 

estocagem a -18 °C), elevada instabilidade química e fotoquímica, elevada 

citotoxicidade, baixa seletividade (costumam não ser totalmente específicos-seletivos), 

um teor de impurezas significativo e um elevado custo. Além disso, em geral, são 

sensíveis a variações de temperatura, pH, presença de oxigênio e luz. Para superar 
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estes obstáculos, novos marcadores vêm sendo testados, em que diferentes 

estratégias31 são aplicadas, visando melhorar os pontos fracos dos marcadores 

comerciais, como suas seletividade e estabilidade.32-34 

Existem diversos tipos de sondas fluorescentes14 que podem ser utilizadas em 

experimentos de estudos do meio celular. Podem ser desde de pequenas moléculas 

orgânicas35 e complexos metálicos,36 como materiais inorgânicos como os quantum 

dots37 e mais recentemente as nanopartículas de carbono também tem sido testadas 

para desempenhar essa função.38 

 A maior parte das moléculas utilizadas atualmente empregam núcleos 

fluorescentes clássicos como cumarinas, fluoresceína, rodamina, cianinas e 

fenoxazinas.39-41 No entanto, as limitações destes fluoróforos, já são bem conhecidas. 

Desta maneira, novos heterociclos como fenazinas,42 quinolinas43 e piridinas vem sendo 

testados.  

 Nesta linha de pesquisa, nosso grupo estuda estratégias de marcação utilizando 

derivados do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola. Esta tese irá tratar sobre o uso de pequenas 

moléculas fluorescentes e a relação que suas estruturas tem com seu comportamento e 

seletividade no meio intracelular. Tratará também sobre o uso de nanopartículas de 

carbono como potenciais sondas fluorescentes além de apresentar um estudo físico-

químico sobre suas propriedades fotoluminescentes e comportamento de agregação em 

solução. 
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1  Revisão Bibliográfica 

1.1 Benzotiadiazolas  

 

O núcleo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD, Figura 3) apresenta características desejáveis 

para a síntese de compostos luminescentes e que podem ser aplicados como novos 

marcadores celulares. Dentre estas características destacam-se: (i) grupos funcionais 

aromáticos funcionalizáveis; (ii) planaridade e rigidez estrutural; (iii) conjugação  

eficiente; e (iv) forte caráter aceptor de elétrons. 

 

Figura 3. Estrutura do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD). 

 

Os derivados do núcleo BTD normalmente são sintetizados por meio de extensões 

das conjugações  nas posições 4 e 7, por meio de reações de acoplamento cruzado.44,45  

O primeiro trabalho científico sobre aplicação biológica utilizando um derivado 

BTD data de 2007. 46 Neste trabalho, as moléculas sintetizadas tiveram suas 

propriedades espectroscópicas avaliadas na presença de diferentes quantidades de 

dsDNA. Dentre as diversas moléculas testadas, uma apresentou (Figura 4A) variações 

nas intensidades e posições das bandas de emissão e absorção à medida em que a 

concentração do material genético aumentava. A mudança nos espectros de UV-Vis e 

fluorescência é indicativo da interação entre a molécula e a estrutura biológica. Apesar 

deste trabalho ter sido o primeiro sobre aplicação biológica utilizando o núcleo BTD, nele 

não foi realizado nenhum experimento de Bioimageamento. Experimentos deste tipo só 

viriam a ser realizados alguns anos mais tarde. 
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O segundo trabalho, e o primeiro com experimentos de Bioimageamento, foi 

publicado em 2010. Os núcleos fluorescentes, BTD e benzazol foram unidos. Dois novos 

compostos foram sintetizados, denominados BTDBI e BTDBT (Figura 4B), e também 

testados em titulações espectrofluorimétricas com dsDNA.44 Ambos os compostos 

mostraram a afinidade pela biomolécula e por esta razão também foram testadas em 

experimentos de imageamento celular. A partir de então, novas moléculas continuaram 

a ser testadas como marcadores celulares, com o objetivo de se estudar o efeito que as 

substituições nas posições 4 e 7 teriam sobre sua seletividade e luminosidade dos novos 

marcadores. 

Em 2012, observou-se que uma das substituições no núcleo BTD influenciaria na 

seletividade (Figura 4C) dentro da célula e a outra substituição poderia influenciar as 

propriedades luminosas da molécula por meio do efeito light up (aumento na intensidade 

de emissão. 47 

Derivados BTDs monossubstituídos fluorescentes, BTD-APBr e BTDAPH (Figura 

4D), também foram testados em experimentos de imageamento celular.45 Os novos 

derivados apresentaram excelentes resultados com elevada seletividade por 

mitocôndrias e uma ótima emissão de luz por fluorescência.  

Além da aplicação como marcadores celulares, os derivados BTDs também 

podem ser utilizados como rastreadores para compostos com atividade biológica. Em 

2014, derivados do lapachol, BTDLap e BTDFen (Figura 4G), puderam ter sua atividade 

rastreada no interior de células cancerígenas (MCF-7), pois foram marcados com uma 

etiqueta fluorescente.48  

Em 2014, uma sonda lipofílica foi sintetizada com o objetivo de se mimetizar a 

estrutura de um ácido graxo.49 Obteve-se então um marcador fluorescente com o núcleo 

BTD e cadeia carbônica do ácido oleico, BTD-AO (Figura 4F). O composto mostrou-se 

bastante eficiente na tarefa de rastrear a dinâmica metabólica dos ácidos graxos no meio 

celular. Sua aplicação permitiu que investigações a respeito da internalização e dinâmica 

celular fossem realizadas em diferentes temperaturas (4 °C e 37 °C).  
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Com o objetivo de se compreender como as alterações estruturais afetam a 

seletividade no meio celular, uma série de compostos dissubstituídos derivados da BTD-

APBr (Figura 4E) foram sintetizados.50 Neste estudo, observou-se que dentre as 

estruturas sintetizadas, o composto BTD-APMPh apresentou maior intensidade de 

luminescência devido à presença do grupo doador PhOMe em sua estrutura, e o 

composto BTD-APTPy foi o único que apresentou relativa seletividade no interior da 

célula. A partir dessas observações, concluiu-se que o PhOMe seria responsável pelo 

efeito light up e o substituinte -C≡C-Py seria responsável pela direcionalidade de 

marcação. Com isso, concluiu-se que a união desses dois grupos em uma única 

molécula poderia trazer bons resultados em termos de seletividade. O composto em 

questão, Splendor, já havia sido sintetizado, anteriormente pelo grupo.46 Esta molécula 

se mostrou um excelente marcador e estudos de docking molecular mostraram que ela 

se liga à proteína de translocação ANT*.  

Dois núcleos BTDs foram unidos em uma mesma molécula por meio do protocolo 

de aminação de Buchwald-Hartwig, levando à formação do composto 

BTDNHBTD51 (Figura 4H). Esta molécula apresentou elevada estabilidade e também foi 

testada em experimentos de marcação celular, no entanto não apresentou seletividade 

para nenhuma organela no meio celular.  

A união do núcleo BTD com outros núcleos fluorescentes também é uma 

alternativa interessante no planejamento de novos fluoróforos. Uma vez que as 

propriedades fotofísicas de mais de um núcleo podem ser combinados em uma única 

molécula, podendo levar a um composto com características superiores aos dos núcleos 

de partida isolados. Fazendo uso desta estratégia, em 2016, foi sintetizado o composto 

BTDLIP52 (Figura 4I), que foi planejado a partir da união da BTD com o núcleo cumarina. 

O híbrido formado apresentou excelentes resultados nos experimentos de 

Bioimageamento, sendo altamente seletivo para gotas lipídicas†.53 

Mais recentemente, uma nova linha de pesquisa passou a ser explorada pelo 

grupo. Em 2019, foi publicado um trabalho em que os derivados BTDs foram sintetizados 

                                            
* Proteína mais abundante na membrana interna da mitocôndria, responsável pelo transporte de ATP. 
† Estruturas encontradas no citoplasma contendo altas concentrações de lipídios.49 
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via reações intracelulares.54 Os substratos necessários para a síntese do composto BTD-

APH foram adicionados separadamente dentro de uma célula, e após a adição do 

catalisador de paládio, foi observada a fluorescência característica desta sonda nas 

mitocôndrias. 

 

 

Figura 4. Estruturas dos derivados BTD sintetizados e testados em aplicações biológicas 

pelo grupo desde 2007. 
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Nos últimos anos, o uso do núcleo BTD em aplicações de Bioimageamento 

avançou significativamente. Além dos trabalhos realizados pelo grupo do professor Neto, 

pesquisadores de outros centros de pesquisa também tem contribuído para o 

desenvolvimento do campo. Na Figura 5 são apresentados moléculas sintetizadas por 

outros grupos e que também foram testadas como possíveis marcadores. Os resultados 

apresentados trouxeram colaborações significativas para a área. Apesar disso, muito 

ainda há de ser feito.  

O maior desafio é compreender a relação de afinidade entre as estruturas dos 

fluoróforos e das organelas. Pouco ainda se sabe sobre as estratégias para direcionar e 

gerar seletividade no meio intracelular.14  

Na Figura 5, é possível observar as estruturas de derivados BTDs sintetizados por 

outros grupos de pesquisa e que também foram aplicadas em experimentos de 

Bioimageamento e trouxeram contribuições significativas para o desenvolvimento do 

campo. Em 2013, foi sintetizado o composto BTD-GL (Figura 4A).55 O trabalho envolveu 

a união do núcleo BTD com um glicoligante. Estes ligantes são conhecidos por sua 

capacidade de se complexar com íons metálicos. Os experimentos de marcação celular 

realizados pelo grupo mostraram que a molécula pode ser utilizada como marcador de 

membrana. Ainda no mesmo ano, foi realizado o primeiro trabalho com a formação da 

espécie emissora dentro da própria célula.56 Neste trabalho, um derivado BTD não 

luminescente, contendo dois grupos nitro (Figura 4C), foi reduzido pela proteína 

nitroredutase no meio intracelular. A reação levou à formação de grupos amino na 

estrutura da molécula, fazendo com que a molécula se tornasse fluorescente, emitindo 

luz na região do vermelho. Em 2017, derivados BTD mono e dissubstituídos contento o 

grupo 4-aminopiridina (Figura 4B) foram testados em experimentos de Bioimageamento. 

Os compostos apresentaram luminescência dependente do pH, e foi observado também 

que o derivado monossubstituído apresentou seletividade por mitocôndrias dentro da 

célula. Outro derivado BTD monossubstituído com propriedades bastante interessantes 

foi apresentado no mesmo ano (Figura 4D). O composto LD-BTD1 exibiu um perfil não 

tóxico com excelente sinal de luminescência no meio celular, que marca seletivamente 

gotas lipídicas intracelulares.57 
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Figura 5. Derivados BTDs sintetizados por outros grupos e testados como sondas 

fluorescentes. 
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1.2 Planejamento para marcação seletiva 

 

As interações e relações de afinidade entre as sondas fluorescentes e os seus alvos de 

marcação são pouco compreendidas.14 A capacidade de se prever os requisitos 

estruturais de um composto afim de se obter um resultado de marcação e seletividade é 

ainda muito limitado. Uma abordagem para o desenvolvimento de marcadores consiste 

primeiro na identificação dos elementos de reconhecimento dos alvos. Se o alvo de 

marcação é um íon metálico, a molécula de marcação deve conter em sua estrutura sítios 

nucleofílicos de ancoragem como pares de elétrons não ligantes disponíveis para 

complexação com essas espécies, por exemplo estruturas com éter de coroa.58 Para a 

marcação de açúcares, o uso de ácidos borônicos é uma alternativa bastante viável.59 

Na caracterização de biomoléculas e organelas no meio intracelular, além dos 

desafios de se encontrar uma relação de afinidade entre a sonda fluorescente e o alvo 

de marcação, existem diversos outros obstáculos a serem superados afim de se obter 

uma estrutura final que possa ser testada.60 As propriedades fotofísicas da molécula 

devem apresentar características desejáveis como alto brilho, rendimento quântico, 

fotoestabilidade, absorção de comprimentos de onda de menor energia. Devem ainda 

apresentar solubilidade no meio celular, e não serem citotóxicas. 

As mitocôndrias possuem potencial de membrana negativo bastante acentuado 

(~-180 mV)61 e o uso de moléculas com carga positiva se apresenta como uma boa 

alternativa para direcionar os marcadores. No entanto, não são as únicas estruturas com 

potencial negativo no meio intracelular e acreditar que esta afinidade seja gerada apenas 

pelo fator de atração eletrostática pode ser equivocado. 

Um composto comercial amplamente utilizado para marcação de mitocôndrias é 

o MitoTracker Red (Figura 5A). Derivado do núcleo luminescente xanteno, apresenta 

carga positiva em sua estrutura e é bastante utilizado em experimentos de imageamento 

celular. Os compostos Xant-A e Xant-B também são derivados do núcleo xanteno, no 

entanto, devido a pequenas alterações em suas estruturas, eles apresentam 

seletividades diferentes no meio celular.62 O composto Xant-A apresenta maior afinidade 
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para lisossomos, enquanto o composto Xant-B, carregado positivamente, tem uma 

afinidade maior por mitocôndrias.  

Um exemplo de estratégia para gerar seletividade dentro da célula é adicionar o 

grupo funcional trifenilfosfônio (TFF) à estrutura dos marcadores.63-65 Por exemplo, ao se  

comparar as estruturas dos compostos Brometo de etídio (marcador comercial de DNA) 

e MitoSOX (marcador comercial para mitocôndrias) (Figura 6B), pode-se observar que o 

núcleo fluorescente de ambas as moléculas é o mesmo, e a principal diferença estrutural 

é a presença do grupo TFF.66  

 Os derivados do núcleo BTD, BTD-AO e BTDH (Figura 5C), apresentam 

comportamentos bastante diferente no meio celular. Pode-se verificar que o composto 

BTD-AO possui em sua estrutura uma longa cadeia carbônica, por esta razão, este 

composto apresenta grande afinidade por lipídios.49 O derivado BTDH, com o grupo 2-

aminopiridina, é seletivo para mitocôndrias.67 Isto mostra que compostos neutros 

também podem apresentar afinidade pela organela mitocôndria. 

Estes exemplos mostram como moléculas pequenas podem apresentar 

comportamento completamente diferente em experimentos de imageamento celular, 

apenas com pequenas modificações em suas estruturas. Mostram também como o 

conhecimento para a elaboração de estratégias de seletividade ainda é vago e pouco 

consolidado e que há muitas variáveis e questões a serem resolvidas neste campo de 

estudo.  

Com o objetivo de desenvolver mais a área de aplicação das BTDs nos 

experimentos de Bioimageamento e gerar uma estratégia de direcionalidade no meio 

celular, apresentamos neste trabalho uma série de derivados do núcleo BTD. Os 

compostos apresentam variações estruturais planejadas com o propósito de se 

determinar de maneira mais clara o efeito que essas mudanças induzem na relação de 

afinidade entre as sondas fluorescentes e as organelas. 
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Figura 6. Marcadores comerciais brometo de etídio (seletivo para dsDNA) e MitoSOX 

(seletivo para mitocôndrias). 
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2  Objetivos  
 

Este trabalho tem como objetivo a síntese e caracterização de novas moléculas 

fluorescentes com conjugação -estendida derivadas do núcleo BTD com potencial para 

aplicação biológica em experimentos de imageamento celular. 
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3 Resultados e discussões 

 

Neste trabalho foi escolhido um derivado BTD que pudesse ser facilmente funcionalizado 

para se avaliar o efeito que isto traria na questão da seletividade dentro do meio celular.  

Utilizamos o derivado BTD monossubstituído com o grupo 4-aminopiridina (Figura 

7). Esta molécula apresenta um grupo piridínico em sua estrutura, em posição para em 

relação ao grupo amino. A presença e posição deste grupo permitem que o composto 

seja funcionalizado de maneira simples, via reações de substituição nucleofílica com os 

substratos adequados. Outros fatores para a escolha desta estrutura são os resultados 

apresentados em um trabalho do grupo em 2012,67 utilizando derivados BTD 

monossubstituído com 2-aminopiridina (Figura 4D, BTD-APBr e BTD-APH) em que as 

moléculas sintetizadas apresentaram afinidade por mitocôndrias. Com isso, buscávamos 

compreender o efeito que a posição do átomo de nitrogênio na porção piridínica da 

molécula teria na seletividade. O segundo fator foi o trabalho de Hou e colaboradores,68 

que também utilizaram o grupo 4-aminopiridina em derivados mono e dissubstituídos 

(Figura 4B, BTD-4AP-Br e BTD-BIS4AP). Assim como BTD-APBr e BTD-APH, a 

estrutura BTD-4AP-Br (Figura 3D), apresentou preferência por mitocôndrias.  

Com base nestes resultados, acreditava-se que o composto BTD-4AP também 

apresentaria afinidade por mitocôndrias e que as futuras alterações em sua estrutura 

modificariam o seu comportamento e seletividade no meio intracelular. No entanto, os 

resultados obtidos foram diferentes do esperado. As modificações estruturais não 

causaram os efeitos esperados no comportamento e seletividade das sondas. As 

discussões e os resultados obtidos são apresentados nas próximas sessões deste texto. 
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Figura 7. Derivados BTDs sintetizados e testados como possíveis marcadores neste 

trabalho. 

 

3.1 Síntese 

  

As rotas sintéticas utilizadas para obtenção dos derivados utilizados neste trabalho são 

apresentadas no Esquema 2. Para a síntese do BTD-4AP, foi utilizado o protocolo de 

aminação de Buchwald-Hartwig,69 o produto foi obtido com 85% de rendimento. O 

composto BTD-4AP foi utilizado como material de partida para as demais reações de 

funcionalização. Primeiro foram obtidos os derivados monocarregados com grupos 

lipofílicos. BTD-4AP alquilado com 1-bromobutano e em seguida com 8-bromooctano, 

levando à formação dos compostos BTD-4APBu (50%) e BTD-4APOC (60%), 

respectivamente. O composto bicarregado, BTD-4APBuP, com o grupo TFF em sua 

estrutura, foi obtido com 27% de rendimento via alquilação com o intermediário 

BrButPhos sintetizado previamente. 
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Esquema 2. Síntese dos derivados BTDs.  

 

3.2 Propriedades Fotofísicas  

 

Os quatro derivados BTDs fluorescentes tiveram suas propriedades fotofísicas 

investigadas por meio de análises de espectrofotometria e espectrofluorimetria em 

diferentes solventes para se verificar os efeitos solvatocrômicos. Os dados obtidos 

podem ser vistos na Tabela 1. Todos os compostos apresentaram grande deslocamento 

de Stokes, indicando a estabilidade no estado excitado.70 Os gráficos dos efeitos 

solvatocrômicos (ETN vs cm-1),71 representados na Figura 8. apresentam  elevados 

valores de R2. Este dado indica a ocorrência de um eficiente processo ICT (intra charge 

transfer) na estabilização do estado excitado.72 
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Tabela 1. Dados fotofísicos para os compostos BTDs em diferentes solventes (todas as 

soluções foram medidas com concentração de 10 M). 

Composto Solvente 
max(abs)  
 (nm) 

Log 

 
max(em)  

(nm) 

 de 
Stokes 
(nm) 

      

BTD-4AP 

CH2Cl2 404 3.9 543 139 
DMSO 417 3.9 570 153 
MeCN 403 4.0 551 148 
MeOH 402 3.8 572 170 

Tolueno 404 3.9 533 129 
Água 362 3.9 552 190 

BTD-
4APOc 

     

CH2Cl2 367 3.4 525 158 

DMSO 374 3.5 529 155 

MeCN 363 3.3 517 154 

MeOH 364 3.3 520 156 

Tolueno 379 3.4 509 130 

Água 366 3.3 552 186 

BTD-
4APBu 

     

CH2Cl2 365 3.3 535 170 

DMSO 375 3.2 526 151 

MeCN 363 3.3 540 177 

MeOH 365 3.3 521 156 

Tolueno 385 2.8 528 143 

Água 365 3.2 550 185 

BTD-
4APBuP 

     

CH2Cl2 371 3.2 504 133 

DMSO 372 2.8 527 155 

MeCN 369 3.1 512 143 

MeOH 362 3.2 519 157 

Tolueno 377 2.3 527 150 

Água 367 3.2 538 171 
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Figura 8. Espectros de UV-Vis, fluorescência e efeitos solvatocrômicos das BTDs. (a) 

BTD-4AP, (b) BTD-4APOc, (c) BTD-4APBu, (d) BTD-4APBuP. Todas as análises foram 

realizadas em solução a 10 M. 
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 As absorções de menor energia observadas nos espectros de UV-Vis (Figura 7), 

responsáveis pela excitação eletrônica S0 → S1, são do tipo HOMO-LUMO (HOMO - 

Highest Occupied Molecular Orbital - LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital) 

decorrentes de transições -*. Nos compostos sintetizados, o orbital LUMO está 

localizado majoritariamente no anel tiadiazola do núcleo BTD.73,74 O orbital HOMO se 

encontra distribuído por toda a estrutura do composto,67,73 tanto no anel piridina quanto 

no núcleo BTD. A adição dos grupos alquilas no nitrogênio piridínico não altera de 

maneira significativa essa distribuição, uma vez que carbonos sp3 só poderiam transferir 

elétrons para porção aromática por efeito indutivo, por meio das ligações  

Analisando-se os dados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que o 

composto BTD-4AP apresenta os maiores valores de absortividade molar () e também 

absorção em comprimentos de onda de menor energia (Abs > 400 nm, com exceção da 

água) quando comparado com os demais derivados catiônicos. Isso ocorre, porque após 

a funcionalização com os grupos alquilas, há uma perturbação da nuvem eletrônica da 

molécula. Após a alquilação, os pares de elétrons não ligantes do nitrogênio pirídinico 

não estão mais disponíveis, isso faz com que ocorra uma diminuição da energia dos 

orbitais HOMO do novo composto formado. Esta diminuição no nível da energia faz com 

que comprimentos de onda mais energéticos sejam absorvidos.  

 Quando dissolvido em solventes próticos, há a formação de ligações de 

hidrogênio com as moléculas do solvente. Essas interações causam distorções no plano 

da molécula, fazendo com que o anel piridínico e benzotiadiazola saiam do mesmo plano, 

contribuindo também para uma diminuição no nível de energia do orbital HOMO (Figura 

8a) e diminuição da intensidade de emissão em solventes polares (Figura 8b). 
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Figura 9. Modelo de interação proposto entre as moléculas de água e o composto BTD-

4AP. 
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3.3 Cálculos Teóricos 

 

Para melhor compreender as propriedades fotofísicas dos derivados sintetizados, 

cálculos teóricos foram realizados com a otimização das geometrias das estruturas 

(Figura 10). 

 

Figura 10. Geometrias otimizadas das estruturas BTD-4AP (neutra), BTD-4APBu 

(catiônica), BTD-4APBuP (dicatiônica) e BTD-4APoc (catiônica), no vácuo obtidas por 

meio de cálculos com nível CAM-B3LYP/6-31G(d). 

 

Os máximos de absorção dos derivados BTDs foram calculados por meio de 

métodos TD-DFT (time dependence density functional theory) que já são bastante 

utilizados para reprodução de espectros de absorção de fluoróforos orgânicos. Foram 

utilizados diferentes funcionais de correlação e troca (XC) com a função de base 6-

311G+(2d,p). Os cálculos obtidos com os funcionais B3LYP, CAM-B3LYP, LC-ωPBE, 

M06, M062X, e PBE1PBE foram avaliadas com o objetivo de se determinar qual método 

fornece resultados de absorbância próximos aos resultados obtidos experimentalmente.  
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Na Tabela 2 estão apresentados os resultados dos cálculos dos máximos de 

absorção dos derivados BTDs. Como esperado para estes compostos,75-79 as transições 

encontradas são do tipo -*. 

Tabela 2. Dados experimentais e teóricos dos comprimentos de onda de absorção dos 

compostos BTD-4AP, BTD-4APBu, BTD-4APBuP e BTD-4APOc obtidas com cálculos 

TD-DFT utilizando nível de teoria 6-311+G(2d,p). 

 Exp. B3LYP 
CAM-

B3LYP 
LC-

ωPBE 
M06 

M06-
2X 

PBE1PBE 

BTD-4AP 

Solvente max 

CH2Cl2 404 448.58 382.95 345.10 428.63 375.66 429.48 

DMSO 417 448.63 383.02 345.10 428.45 375.48 429.46 

MeCN 403 447.90 382.32 344.41 427.75 374.81 428.75 

MeOH 402 447.74 382.16 344.25 427.59 374.66 428.59 

Tolueno 404 448.84 383.22 345.51 429.58 376.52 429.93 

Água 363 447.82 382.24 344.31 427.61 374.68 428.65 

BTD-4APOc 

Solvente max 

CH2Cl2 367 388.96 342.82 315.24 377.28 338.09 375.05 

DMSO 374 394.12 345.49 316.84 380.93 340.37 379.49 

MeCN 363 393.10 344.67 316.11 380.00 339.56 378.53 

MeOH 364 392.80 344.45 315.92 379.74 339.35 378.26 

Tolueno 379 378.95 337.68 312.31 370.87 334.09 366.45 

Água 366 393.99 345.09 316.33 380.61 339.91 379.29 

BTD-4APBu 

Solvente max 

CH2Cl2 365 388.57 342.59 315.06 377.02 337.90 374.71 

DMSO 375 393.74 345.25 316.66 380.66 340.17 379.15 

MeCN 363 392.72 344.43 315.93 379.73 339.36 378.19 

MeOH 365 392.41 344.21 315.74 379.46 339.15 377.91 

Tolueno 385 378.53 337.45 312.14 370.57 333.89 366.06 

Água 365 393.61 344.85 316.14 380.34 339.71 378.95 

BTD-
4APBuP 

Solvente max 

CH2Cl2 371 383.42 339.10 312.43 372.70 334.63 369.65 

DMSO 372 390.07 342.38 314.35 377.28 337.45 375.65 

MeCN 369 388.93 341.52 313.60 376.28 336.61 374.60 

MeOH 362 388.58 341.28 313.40 375.99 336.38 374.28 

Tolueno 377 374.07 334.01 309.60 367.61 331.15 361.78 

Água 367 388.02 340.92 313.79 376.45 336.51 374.83 
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Os espectros teóricos de absorção (Figura 11) dos derivados BTDs foram 

calculados com nível de cálculo PBE1PBE/6-311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-31G(d). O 

funcional CAM-B3LYP possui grande precisão em estudos de excitação com 

transferência de cargas e por isto sua utilização. Os espectros teóricos apresentaram o 

mesmo comportamento dos espectros experimentais e os seguintes pontos devem ser 

destacados: (i) as bandas dos  mais longos são menos intensas do que as bandas do 

 mais curtos; (ii) o modelo de solvatação PCM (Polarizable Continuum Model) não 

apresentou deslocamentos solvatocrômicos, fato este também observado nos dados 

experimentais (Figura 7 e Tabela 1) em que a natureza do solvente não alterou a posição 

das bandas, com exceção da BTD-4AP em água e da BTD-4APBu em tolueno; (iii) os 

espectros dos compostos catiônicos simulados em tolueno apresentaram um 

comportamento errático, com as duas bandas de absorção apresentando as mesmas 

intensidades. No entanto, este fato também foi observado no espectro experimental em 

tolueno para o composto BTD-4APBuP. 

  

 

 



28 
 

 

Figura 11. Espectros de absorção simulados dos derivados BTDs em diferentes 

solventes calculados com níveis de teoria PBE1PBE/6-311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-

31G(d). 

 

Os orbitais moleculares envolvidos nas transições eletrônicas S0 → S1 são 

apresentados na Figura 12. Estas transições HOMO-LUMO são do tipo -*, com o 

orbital LUMO centrado essencialmente no núcleo BTD, devido ao seu forte caráter 

aceptor de elétrons. Como demonstrado na Figura 12, os orbitais HOMO não se 

espalham além da porção aromática das moléculas. E comparando-se os compostos 

BTD-4APBu e BTD-4APOc, percebe-se que o tamanho da cadeia alquílica não afeta as 

transições -*. A posição das bandas de absorção destas moléculas não muda, uma 

vez que carbonos sp3 adicionais não afetam o sistema  da molécula. 
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Figura 12. Orbitais dos derivados BTD-4AP, BTD-4APBu, BTD-4APBuP e BTD-4APOc 

em acetonitrila, envolvidos nas transições S0 → S1 calculados com PBE1PBE/6-

311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-31G(d). 
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3.4 Experimentos Biológicos 

 

3.4.1 Ensaios de viabilidade celular 

 

Antes dos compostos serem testados como marcadores fluorescentes, experimentos de 

citotoxicidade foram realizados (Figura 13) para avaliar o efeito que estas moléculas 

teriam na viabilidade das células. Em baixas concentrações, a 10 M, nenhum efeito foi 

notado. No entanto, em concentrações maiores, a 100 M, todas as moléculas causaram 

efeitos de citotoxicidade nas células testadas. Os resultados mostram que os compostos 

podem ser utilizados como marcadores fluorescentes, uma vez que os experimentos de 

Bioimageamento são conduzidos em concentrações de 1 M.     

 

                    

Figura 13. Viabilidade celular determinada por análises de MTT. O gráfico mostra que 

nenhum efeito citotóxico significativo é observado em concentrações de 10 M após 24 

horas. Em concentrações de 100 M, no entanto, todos os compostos são citotóxicos. 

Valores de P: *p< 0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. 
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3.4.2 Experimentos de Bioimageamento 

 

Depois de se medir os efeitos das toxicidades nas células, os derivados BTDs foram 

inseridos em células tumorais. A linhagem testada inicialmente foi a MCF-7. BTD-4AP 

foi a primeira molécula a ser testada. De acordo com as conclusões apresentadas na 

seção anterior, acreditava-se que esta molécula apresentaria preferência de marcação 

para mitocôndrias, pois apresenta elevado grau de semelhança estrutural com os 

compostos BTD-APBr, BTD-APH e BTD-4APBr (Figura 14) que apresentam marcação 

específica para essa organela. 

 

Figura 14. Semelhança estrutural das moléculas BTD-APBr, BTD-APH e BTD-4APBr 

com o composto BTD-4AP. 

 

No entanto, este composto não apresentou nenhuma seletividade e se encontrou 

disperso pelo citossol (Figura S14, sessão experimental). Ao se avaliar o comportamento 

em outras linhagens celulares (células de carcinoma de ovário humano, células de 

câncer de mama e células de veias do endotélio umbilical) o mesmo comportamento foi 

observado. 

O segundo composto a ser testado, BTD-4APBu, apresentou uma preferência por 

mitocôndrias tanto em células vivas quanto em fixadas (Figura S15). Contudo, o 

marcador também foi encontrado disperso pelo citossol, isto é, não se ligava 
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exclusivamente à organela. Apesar da pouca seletividade, a maior afinidade pelas 

mitocôndrias pode ser justificada pelo seu caráter catiônico, que faz com que seja atraído 

pelo potencial negativo das mitocôndrias, e sua maior lipofilicidade, devido à presença 

do grupo n-butil.80 

Com base nos resultados obtidos com o composto BTD-4APBu, duas 

possibilidades se mostraram promissoras para gerar um sensor com maior 

direcionalidade no meio celular (Figura 15). A primeira consiste na adição do grupo 

direcionador TFF na estrutura da sonda. De acordo com a literatura, a presença deste 

grupo induz a marcação de mitocôndrias66 (Figura 6b). Com base neste planejamento, 

foi então sintetizado o composto BTD-4APBuP. A segunda estratégia envolve aumentar 

a lipofilicidade da sonda utilizando uma cadeia carbônica maior, isto foi realizado por 

meio de uma reação de alquilação utilizando o grupo n-octil, levando à formação do 

composto BTD-4APOc.  

 

Figura 15. Representação esquemática do planejamento das arquiteturas moleculares 

para gerar maior direcionalidade a partir do composto BTD-4APBu. 
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 O composto BTD-4APOc foi então testado, este se mostrou um eficiente 

marcador para mitocôndrias, tanto em células vivas quanto em fixadas, com um sinal 

luminoso verde e intenso (Figura 16).   

 

 

Figura 16. Perfil de fluorescência de células MCF-7 incubadas com BTD-4APOc (1 M) 

(A) e (C) células vivas, (B) e (D) células fixadas. (A) e (C) apresentam a distribuição de 

marcação no citoplasma com acumulação nas regiões próximas aos núcleos, indicadas 

pelas setas brancas (mitocôndrias). Os núcleos nessas imagens são indicados pela letra 

N. (B) e (D) apresentam as mesmas imagens, no entanto sem excitação dos corantes. 

Barra de escala é de 10 m. 

 

Para se confirmar a seletividade do BTD-4APOc, experimentos de co-marcação 

foram conduzidos utilizando o marcador comercial MitoTracker Red. Os resultados 

obtidos são apresentados na Figura 17. As células vivas foram marcadas seletivamente 
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com os dois compostos, e é possível observar a sobreposição dos sinais luminosos 

verdes e vermelhos na Figura 17B. 

 

 

Figura 17. Experimentos de co-marcação utilizando MitoTracker Red (emissão no 

vermelho) e BTD-4APOc (emissão no verde) em células MCF-7. (A) Mitocôndria 

marcada com BTD-4APOc. (B) Sobreposição de (A) e (C) com emissão no laranja, como 

resultado da sobreposição do verde e vermelho. (C) Mitocôndrias marcadas com 

MitoTracker Red. (D) Morfologia normal das células sem excitação de fluorescência. 
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O experimento de co-marcação não pode ser realizado nas células fixadas (Figura 18), 

porque a seletividade e fluorescência do composto comercial MitoTracker Red é 

dependente do potencial de membrana das mitocôndrias. Assim, quando o experimento 

é realizado, o fluoróforo não se encontra na organela e seu sinal luminoso não pode ser 

observado. No entanto, é possível observar claramente a emissão do sinal do composto 

BTD-4APOc. Este resultado mostra que o mecanismo de seletividade deste marcador 

não é dependente do potencial de membrana da organela, apresentando assim uma 

grande vantagem em relação ao marcador comercial usado em conjunto. 

 

Os experimentos de co-marcação são um método qualitativo para a confirmação 

da sobreposição dos sinais luminosos. O coeficiente de correlação de Person‡ (PCC – 

Pearson´s Correlation Coefficient)81 estabelece um método quantitativo entre os dois 

sinais. Os dados foram obtidos a partir de dez imagens, e os resultados (Figura S16) 

corroboram com as conclusões dos experimentos de co-marcação. 

 

 

Figura 18. Experimentos de co-marcação utilizando MitoTracker Red (emissão no 

vermelho) e BTD-4APOc (emissão no verde) em células fixadas MCF-7. (A) Mitocôndria 

marcada com BTD-4APOc. (B) Células fixadas com MitoTracker Red. Nenhuma 

fluorescência é observada. (C) Apresenta a morfologia normal das células no 

microscópio, sem nenhuma excitação. A letra N indica os núcleos da célula. A barra de 

escala é de 10 M. 

                                            
‡ Mede o grau de correlação entre duas variáveis. 
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No composto BTD-4APBuP, o grupo TFF foi adicionado com a intenção de se 

criar um marcador altamente seletivo para mitocôndrias.80,82-84 A estrutura deste 

marcador foi inspirada na sonda comercial MitoSox, apresentada na Figura 6. Contudo, 

assim como os resultados obtidos para BTD-4AP, o comportamento do BTD-4APBuP 

no meio celular foi bastante diferente do esperado.  

Devido ao grupo TFF presente na estrutura da molécula, acreditava-se que esta 

se apresentaria como um excelente marcador para mitocôndrias, no entanto, ao se 

realizar os experimentos, foi observado que o marcador encontrava-se majoritariamente 

no plasma da membrana plasmática e um pouco disperso pelo citosol. Apesar de 

inesperado, o resultado obtido é bastante interessante, uma vez que o desenvolvimento 

de marcadores para essa estrutura é também um enorme desafio85,86 e ainda existem 

poucas estruturas conhecidas que possuem essa propriedade.87-89 Na Figura 19, pode- 

se observar claramente a membrana plasmática marcada em verde com o composto 

BTD-4APBuP, durante o processo de divisão celular em células tumorais. 
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Figura 19. Perfil de fluorescência das células MCF-F incubadas com o composto BTD-

4APBuP (1 M) em células vivas (A) e (C) e fixadas (B) e (D). (A) e (C) apresentam a 

distribuição de marcação do BTD-4APBuP na membrana plasmática. Os indicados pelas 

letras (B) e (D) apresentam imagens da morfologia normal das células sem excitação de 

fluorescência. A letra N indica os núcleos da célula. A barra de escala é de 10 M. 

 

Para se confirmar os resultados, experimentos de co-marcação utilizando o 

marcador comercial CellMask também foram realizados. As imagens obtidas são 

apresentadas na Figura 20.  
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Figura 20.  Experimentos de co-marcação utilizando o marcador comercial CellMask 

(emissão em vermelho) e BTD-4APBuP (emissão em verde) em (i) células vivas MCF-7 

e (ii) células fixadas. (A) Membrana plasmática marcada com BTD-4APBuP. (B) 

Sobreposição de (A) e (C) mostrando a emissão em amarelo como resultado da mistura 

do verde e vermelho. (C) Membrana plasmática marcada com o CellMask. (D) Apresenta 

a morfologia das células no contraste normal do microscópio. As setas indicam a 

acumulação periférica das sondas na membrana. Barra de escala 10 m. 

 

Nas células fixadas (Figura 20-II), é possível observar que as membranas 

nucleares também estão marcadas. Isso ocorre durante o processo de fixação, a 

integridade da membrana é comprometida devido ao uso de formalina. A marcação da 

membrana nuclear só é observada em células fixadas. 
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3.5.2 Detecção de Espécies Reativas de Oxigênio 

Reactive Oxygen Species (ROS) são espécies químicas reativas derivadas do oxigênio 

molecular e que, no contexto biológico, são subprodutos do metabolismo celular.90 A 

presença destas, em grandes quantidades, tem potencial de causar efeitos indesejados 

na saúde da célula. A presença destas espécies está relacionada com os processos de 

apoptose,91 conhecido como morte celular programada.  

Para detecção de ROS, utiliza-se a técnica EPR (electron paramagnetic 

ressonance).92 Para quantificação das espécies reativas formadas, foi usada a sonda 

CMH§. Este composto reage com ROS celular e gera como produto o radical nitróxido 

(CM*). A quantidade de ROS presente é determinada pela oxidação do CMH, que é 

medida pelo sinal gerado pela espécie CM*, detectado pela EPR.93 

Para se quantificar as espécies ROS, foram realizadas as seguintes análises: (i) 

experimentos de controle para se determinar a quantidade natural de ROS presentes na 

célula quando nenhum marcador é utilizado; (ii) análises na presença de N-acetilcisteína 

(inibidor de ROS); (iii) análises com menadiona (indutor de ROS); (iv) análises na 

presença de BTD-4APOc em duas concentrações (10 e 100 M). Os resultados obtidos 

são apresentados na Figura 21 e na Figura S17. Como pode ser observado, apenas o 

composto menadiona causou alteração significativa na detecção de ROS. BTD-4APOc 

a 10 M não induz de maneira significativa a formação destas espécies (comparar com 

o experimento de controle). A 100 M, a situação é diferente. Nesta concentração a 

quantidade de CM* detectada é maior, mas ainda assim menor do que a quantidade 

detectada quando se usa o indutor de formação ROS. Este resultado mostra que o 

composto BTD-4APOc não tem efeitos significativos na formação de espécies de 

oxigênio, não alterando o metabolismo da célula. Desse modo, pode se confirmar a 

viabilidade de se empregar este composto como marcador fluorescente para 

mitocôndrias. 

 

                                            
§ (1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametil-pirrolidina). 
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Figura 21. Efeitos da menadiona, N-acetilcisteína (NAC) e BTD-4APOc na formação de 

CM• nas células tumorais. A maior concentração de CM• foi observada em células MCF-

7 (p<0,01) com menadiona.   
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4 Conclusão 

 

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho pode-se caracterizar a estrutura de 

quatro novos compostos derivados inéditos do núcleo BTD (BTD-4AP, BTD-4APBu, 

BTD-4APOc e BTD-4APBuP), por meio das técnicas de RMN, IV, ESI-MS, bem como 

investigar suas propriedades fotofísicas e comportamento solvatocrômicos por meio de 

análises espectrofotométricas e espectrofluorimétricas. 

Os compostos sintetizados neste trabalho foram planejados de modo que 

pudessem realizar marcações seletivas no meio celular. Suas estruturas foram 

elaboradas de acordo com conhecimentos prévios da literatura, que acreditava-se já 

serem bem consolidados. Porém, os resultados aqui obtidos mostram o contrário. Pouco 

se sabe sobre a relação estrutura-seletividade dos marcadores celulares e muito ainda 

precisa ser feito até que se possa fazer predições sobre a seletividade no interior de uma 

célula.  

O composto BTD-4AP se apresentou disperso pelo citossol, não mostrando 

nenhuma tendência de preferência de marcação. O composto BTD-4APBuP apresentou 

uma inesperada afinidade pela membrana plasmática, quando na verdade esperava-se 

uma tendência por mitocôndrias devido à presença do grupo TFF. No entanto este 

composto apresenta vazamento e não marca exclusivamente essa organela. BTD-

4APOc se mostrou uma sonda bastante eficiente, marcou seletivamente as 

mitocôndrias, não induziu produção de ROS na organela e também não apresentou 

citotoxicidade a baixas concentrações. 

Não só a carga e tamanho das cadeias carbônicas importam no planejamento de 

uma estrutura. É necessário também avaliar a distribuição da carga pela estrutura da 

molécula, seu raio iônico, sítios de solvatação e eixos de rotação. Acredita-se que para 

uma maior assertividade em relação à predição estrutura-seletividade, experimentos 

eletroquímicos e cálculos teóricos devam ser realizados com o objetivo de se determinar 

os potenciais de oxidação e redução das sondas fluorescentes, bem como a área da 

nuvem eletrônica e superfície de carga das moléculas. 
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Capítulo 2 

Nanopartículas de Carbono 
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1 Introdução 
 

O elemento carbono apresenta uma química extremamente rica e versátil. Pode assumir 

diversos estados de hibridização (sp, sp2, sp3), podendo formar 4 ligações químicas com 

outros átomos de carbono ou átomos de outros elementos (metálicos ou não metálicos). 

Esta versatilidade permite a formação de uma variedade de compostos e materiais, de 

pequenas moléculas como o dióxido de carbono ou metano a estruturas 

supramoleculares como proteínas e polímeros. 

 Grafite e diamante são exemplos de materiais compostos essencialmente por 

átomos de carbono, com hibridização sp2 e sp3 respectivamente, e por isso possuem 

características totalmente diferentes. A diferença das propriedades dos dois materiais se 

deve à maneira como esses átomos estão organizados e estas mudanças no arranjo 

estrutural proporciona grandes consequências na família das nanoestruturas de 

carbono.5  

As nanoestruturas de carbono podem ser divididas em dois grupos principais. O 

primeiro grupo envolve estruturas derivadas do grafênicas**. São essencialmente 

compostas por átomos de carbono sp2. Grafeno e os nanotubos pertencem a essa 

classe, que contém vários outros membros, como os nanohorns, nanoonions, nanotubos, 

fulereno e carbon dots (Figura 22).5 Todos estes nanoalótropos são considerados do 

mesmo grupo porque consistem basicamente de uma rede de carbono sp2 com arranjo 

hexagonal. Esta estrutura em comum significa que possuem características 

semelhantes, no entanto possuem propriedades com diferenças significativas devido às 

diferentes formas, tamanhos e organização estrutural de seus átomos. Condutividade 

térmica, elétrica, assim como leveza e alta resistência mecânica são características 

bastante positivas destes materiais, tornando-os bastante atrativos para inúmeras 

aplicações.94-97 

 

                                            
** Traduzido do termo graphenic.  
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O segundo grupo consiste em estruturas que possuem majoritariamente átomos 

de carbono com hibridização sp3, e que apresentam regiões amorfas e cristalinas. Até o 

momento, a única estrutura conhecida deste grupo são os nanodiamantes.98 

 

Figura 22. Exemplos de nanoestruturas grafênicas (imagem adaptada da referência 99). 
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2 Revisão bibliográfica 
 

2.1 Nanoestruturas de Carbono 

 

  O estudo das nanoestruturas de carbono começou com a descoberta do fulereno em 

1985.100 Durante investigações visando compreender a formação de longas cadeias de 

carbono no espaço interestelar, amostras de grafite foram vaporizadas por irradiação a 

laser. Utilizando um espectrômetro de massas para analisar os produtos formados, o 

resultado foi a detecção de diversos clusters, dentre estes, o mais abundante continha 

60 átomos de carbono. Assim foi descoberto o primeiro membro da família dos 

nanomateriais de carbono, o fulereno C60.  

Alguns anos mais tarde, foi relatada a síntese de uma nova estrutura com 

aspectos tubulares.101 Utilizando o método de arco elétrico (arc discharge) no processo 

de evaporação, percebeu-se o crescimento de agulhas no polo negativo do eletrodo 

utilizado. A descoberta destes dois materiais chave foi seguida de muitas outras,5 

levando ao desenvolvimento de uma nova classe de nanoestruturas, a classe dos 

nanocarbonos. A Figura 23 apresenta em ordem cronológica a descoberta destes novos 

materiais. 

 

Figura 23. Linha do tempo da descoberta dos materiais membros da classe dos 

carbonáceos nanométricos. 
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Dentre os nanomateriais descobertos, o que mais recebeu atenção foi o grafeno. 

Sua existência já havia sido prevista em 1947,102 mas só foi possível isolá-lo em 2004.103 

Ainda no mesmo ano, o grupo do Professor Scrivens relatava que durante o processo de 

purificação de nanotubos de carbono, um material nanoparticulado fluorescente havia 

sido isolado.104 Este novo material, dois anos depois, passaria a ser chamado de Carbon 

Dot (C-dots).105 

C-dots são nanopartículas quase-esféricas de carbono com tamanhos menores 

que 10 nm e apresentam propriedades fotoluminescentes, tornando-os bastante 

atrativos para tecnologias de luz.106 Possuem em sua estrutura domínios de carbono sp2 

e grupos carboxilas e hidroxilas em sua superfície, o que lhes confere um elevado caráter 

hidrofílico. O teor de oxigênio, a cristalinidade e as propriedades fotoluminescentes das 

partículas variam de acordo com o método de síntese utilizado.13,106,107  

2.2 Nanopartículas de carbono. Carbon dots vs Graphene Dots 

 

Dentre os vários trabalhos publicados que tratam sobre os Carbon dots,108,109 as 

características que todos possuem em comum são o tamanho das partículas obtidas 

(<10 nm), a composição química das partículas obtidas (alto teor de oxigênio ~50%) e o 

fato de serem fotoluminescentes. No entanto, por causa dos inúmeros métodos de 

síntese e diferentes substratos que podem ser utilizados na obtenção deste material, as 

partículas sintetizadas por diferentes grupos de pesquisa apresentam diferenças bem 

evidentes entre si.110,111  

Nos diversos trabalhos publicados, os termos carbon dots (C-dots), carbon 

quantum dots (CQDs), carbon nanodots (CNDs), graphene nanodots (GNDS) são 

empregados. Contudo, a distinção entre eles não é clara e muitas vezes são utilizados 

de maneira errônea.2 Para facilitar a compreensão deste trabalho, apresentaremos 

algumas definições com o objetivo de deixar mais clara a diferença entre os diversos 

tipos de materiais existentes.  

Fundamentalmente, todos os trabalhos tratam sobre nanopartículas de carbono 

fotoluminescentes que podem ser classificadas em diferentes categorias. O termo carbon 

dot é mais abrangente e, de maneira geral, pode se referir a vários tipos de 
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nanoestruturas, estendendo-se aos materiais com e sem planos cristalinos e que 

possuem diversos grupos funcionais em suas estruturas. A definição comumente 

encontrada na literatura científica diz que os C-dots são nanopartículas de carbono com 

morfologia quase-esférica, possuem pelo menos uma dimensão menor do que 10 nm e 

apresentam propriedades luminescentes.106 Os GNDs são constituídos por fragmentos 

de folhas de grafeno confinados nas dimensões x-y, dispostos em camadas conectadas 

por meio de interações intermoleculares (a natureza dessas interações será discutida 

nas seções posteriores).108 Desta maneira, os GNDs são uma subcategoria dos C-dots, 

que por sua vez são uma subcategoria das nanopartículas de carbono.2 

2.2 Métodos de Síntese 

 

Os métodos de obtenção são divididos em top-down e bottom-up (Esquema 3). No 

primeiro, os C-dots são formados pela quebra de uma estrutura de carbono 

supramolecular, por exemplo oxidação de carvão vegetal. Quando formados por 

precursores moleculares, diz-se que foram obtidos via bottom up. Podem ser obtidos a 

partir de qualquer material orgânico. São encontrados os mais variados exemplos, de 

cabelo humano, cascas de frutas, fuligem e rejeitos bovinos. A Tabela 3 apresenta alguns 

exemplos encontrados na literatura. 

 

Esquema 3. Processos top-down e bottom-up para síntese dos carbon dots. 

 

Uma rota bastante utilizada para produção destas nanopartículas é realizada por 

meio do tratamento com ácido nítrico. O processo oxidativo tem por função a (i) quebra 

dos agregados carbonáceos em partículas menores, levando à formação de partículas 

de diversos tamanhos; (ii) confere caráter hidrofílico às partículas produzidas, uma vez 
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que insere grupos funcionais oxigenados na superfície dos materiais, como hidroxilas, 

carbonilas e carboxilas.106 A presença destes grupos funcionais contento oxigênio 

confere alta solubilidade a estes materiais, característica bastante desejável para 

aplicações biológicas, além de serem sítios químicos bastante versáteis para posteriores 

reações de funcionalização e modificação de superfície das partículas. 

 

Tabela 3. Exemplos de materiais precursores usados na síntese de C-dots. 

Precursor Síntese Aplicação Ano/referência 

Ovo de Galinha Irradiação com Plasma Tinta 2012 (112) 

Fuligem Oxidação (HNO3) Bioimageamento 2009 (113) 

Fibra Capilar Oxidação (HSO4) Bioimageamento 2013 (114) 

Líquido Iônico Microondas Sensor  

Plantas Tratamento 

Hidrotérmico 

Sensor Cu2+  

Bagaço de 

Malte 
Carbonização/Oxidaçã

o 
Bioimageamento 2015 (115) 

Ácido Ascórbico Tratamento 

Hidrotérmico (90 ºC) 

Sensor pH  

Esterco Oxidação (HNO3) Bioimageamento 2015 (116) 

    

 

 

2.3 Modificação dos C-dots 

 

Os métodos de funcionalização modificam quimicamente os C-dots. Estes métodos 

consistem no uso de reações de química orgânica clássica para a modificação e 

introdução de novos grupos funcionais.117-119  

A metodologia mais simples para incorporação de grupos funcionais nos C-dots é 

o tratamento oxidativo com ácidos.110,120 Neste processo, diversos grupos funcionais 

como hidroxilas, carbonilas, epóxidos e carboxilas são introduzidos na superfície. A 

introdução destes, confere aos C-dots solubilidade em meio aquoso e possibilita 

inúmeras outras modificações químicas.  

Uma das modificações mais comumente empregada consiste no processo de 

formação de amidas. Neste procedimento, as reações são realizadas com a utilização 

de cloreto de tionila, para formação do cloreto de acila, em seguida é empregado o 
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agente de amidação, normalmente uma amina de cadeia longa. Outra maneira 

comumente utilizada é via ativação das carboxilas com carbodiimidas.121-124 

O primeiro trabalho de modificação química dos C-dots, com o emprego de 

reações orgânicas clássica foi realizado em 2009.125 Neste trabalho, os C-dots foram 

tratados com cloreto de tionila e amidados com etilenoglicol oligomérico diaminado 

(H2NCH2(C2H4O)35C2H4CH2NH2). 

Trabalhos com o uso do intermediário cloreto de acila para amidação com outras 

aminas também são reportados. Substratos como azul de metileno,126 anilina,126 

etilenodiamina,116 imidazol,127 amino-benzotiadiazolas, são alguns exemplos de aminas 

utilizadas.  

A obtenção de materiais funcionalizados pode ser realizada de outras maneiras, 

que não por vias “químicas”. Métodos de uma única etapa também tem sido bastante 

explorados para essa finalidade. A pirólise em conjunto de diferentes substratos é uma 

maneira,128 a decomposição via reações de micro-ondas é outra.129 

2.4 Redução de Superfície 

 

A estrutura, morfologia e cristalinidade destes materiais variam enormemente 

dependendo do método de síntese e do material de partida. Apesar disso, 

independentemente do método utilizado, algumas características em comum são 

observadas: (i) a presença de grupos carboxilas; (ii) propriedades fotoluminescentes; (iii) 

solubilidade em água. 

Fotoluminescência é uma propriedade inerente aos C-dots, podendo apresentar 

maior ou menor rendimento quântico e emissão dependente da excitação.120 De acordo 

com vários estudos, essas propriedades estão associadas à presença dos grupos 

funcionais, grupos aromáticos e defeitos presentes nestes materiais.130 Portanto a 

manipulação destes grupos é uma maneira de se alterar suas propriedades luminosas. 

Um dos empregos da síntese orgânica clássica na química dos C-dots envolve o 

uso de agentes redutores.111,131 Ao se fazer o uso destes agentes, a superfície dos C-

dots é reduzida e os resultados desta transformação são bastante interessantes.  
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Assim como no óxido de grafeno, os grupos funcionais presentes nos C-dots 

também se encontram nos domínios de carbono sp2.132,133 O processo de redução 

elimina esses grupos e defeitos de superfície, restaurando parte da aromaticidade do 

sistema (Figura 24).134 

 

Figura 24. Exemplo de processo de redução de superfície do óxido de grafeno  

(adaptada referência 134). 

 

 

Borohidretos, hidreto de alumínio e lítio, ácidos halogenídricos, metais alcalinos, 

aminoácidos, hidrazina, micro-organismos, aminas orgânicas, fenil hidrazina, 

benzilamina, sais inorgânicos como NaHSO3 são alguns exemplos de agentes químicos 

utilizados na redução do óxido de grafeno.135 Diferentes métodos de redução resultam 

em materiais com diferentes propriedades.  

O primeiro estudo dos efeitos do processo de redução nos C-dots é de 2011.111 

Neste trabalho, foram testados vários redutores como hidrazina, ácido ascórbico, sulfeto 

de sódio, citrato de sódio e cloreto de hidroxilamina, sendo que nenhum destes 

substratos foi capaz de modificar as propriedades fotoluminescentes. Mudanças no 

espectro de emissão dos C-dots foram obtidas apenas após o uso de NaBH4. Foi 

observado um aumento na intensidade de emissão e deslocamento hipsocrômico no 

espectro de fluorescência do material. Verificou-se também, uma nova banda de 

absorção em 280 nm no espectro de UV-Vis e o tempo de vida da luminescência 

aumentou. Análises de FTIR sugerem que os grupos carboxilas e epóxidos foram 

seletivamente reduzidos a hidroxilas, deixando inalteradas as carboxilas e ligações C=C.  

Outro trabalho relacionado à investigação das propriedades fotoluminescentes 

dos C-dots foi realizado por Yan, na Academia de Ciências Chinesa, em 2013. No estudo, 

foram obtidas partículas a partir de pó de grafite, utilizando o método de Hummer.136 O 
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processo de redução foi realizado com hidrato de hidrazina e devido às mudanças 

estruturais causadas pelo processo redutivo, foram reportadas mudanças nos espectros 

de absorção e emissão.131 

No trabalho de Qu foi utilizado um método de redução fotoquímico com o emprego 

de isopropanol como agente redutor. A vantagem do método é a não utilização de 

agentes químicos potencialmente tóxicos, como borohidreto de sódio e hidrazina. Como 

resultado, os C-dots reduzidos com este método apresentaram menor citoxicidade e 

foram absorvidos de maneira mais eficiente pelas células em estudos de 

Bioimageamento.137 

Muitos outros trabalhos podem ser encontrados, com diferentes metodologias, 

mas apresentando resultados similares como maior intensidade no espectro de emissão, 

e com consequente aumento do rendimento quântico das nanopartículas.137,138 

2.5 Fotoluminescência dos C-dots 

 

A fluorescência apresentada pelos C-dots é a principal característica deste nanomaterial. 

Foram descobertos, de maneira acidental, por apresentarem resposta fotoluminescente 

ao serem irradiados com luz ultravioleta.104 Sua fotoluminescência combinada à sua 

baixa toxicidade e baixo custo de obtenção os tornam bastante promissores para 

aplicações em tecnologias de detecção de analitos de interesse.139-142 

C-dots apresentam forte absorção na região do ultravioleta (260-380 nm), sendo 

capazes também de absorver luz na região do visível. Foi observado que os 

comprimentos máximos de absorção variam de acordo com os métodos de síntese. 

Materiais obtidos a partir de ablação a laser apresentaram absorção em 280 nm.143 C-

dots produzidos por métodos eletroquímicos apresentaram absorção em 270 nm.144 

   As absorções em 230 nm são atribuídas a transições * dos anéis 

aromáticos dos domínios de carbono sp2.130 As absorções em comprimentos de onda 

maiores são atribuídas a transições do tipo n-* de grupos carbonílicos presentes na 

superfície dos materiais.145,146 
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Os espectros de emissão desses compostos são bem definidos e apresentam 

comportamento dependente do  de excitação, isto é, a emissão depende da excitação, 

propriedade comum a estas partículas.106 C-dots apresentam grandes deslocamentos de 

Stokes, aproximadamente 150 nm, no entanto este valor pode variar de amostra para 

amostra e diminui com o aumento do  de excitação. Existem trabalhos divergentes, que 

relatam a obtenção de partículas que apresentam emissões independentes.147,148  

O mecanismo de emissão radiativa destes materiais não é completamente 

compreendido e as explicações existentes na literatura vão em diferentes direções.2 

Duas propostas são mais amplamente discutidas. A primeira está relacionada a 

transições que ocorrem devido à presença das extensas redes de conjugação 

presentes nos domínios de carbonos sp2 e envolve a existência de defeitos na 

superfície. A segunda proposta está relacionada ao confinamento quântico das 

partículas, efeito bastante comum em Quantum Dots metálicos.13  

Os resultados encontrados na literatura são divergentes, no entanto os estudos 

realizados não usam métodos nem substratos padronizados. Diferentes grupos de 

pesquisas utilizam diferentes materiais de partida e métodos de síntese. Temperatura, 

concentração, distribuição do tamanho das partículas em solução e pH, frequentemente 

não são levados em consideração em muitos dos estudos encontrados na literatura. O 

que certamente gera resultados e conclusões divergentes. 

Há trabalhos que também relatam sobre o processo de Up-conversion149 nos C-

dots, o deslocamento de Anti-Stokes. Neste processo, ocorre a absorção de energia em 

comprimentos de ondas maiores e em seguida a emissão em comprimentos de onda 

mais energéticos.115,146,150 No entanto, já foi verificado em outros trabalhos que muitas 

vezes os relatos sobre Up-conversion são errôneos. Na verdade, ocorre um processo de 

fotoluminescência comum, mas causado por uma excitação de difração de segunda 

ordem do feixe de luz de excitação.151 
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2.6 Formação de agregados 

 

Os carbon dots são facilmente dispersos em meio aquoso devido ao seu caráter 

altamente hidrofílico, consequência da presença dos grupos funcionais contendo 

oxigênio em sua superfície.106 Soluções destas partículas são de caráter coloidal152,153 e 

apresentam elevada estabilidade. No entanto, quando na presença de eletrólitos, as 

soluções destas partículas podem coalescer devido à formação de agregados.  

  As propriedades de cinética de agregação e estabilidade em solução de 

materiais como fulereno e nanotubos de carbono já foram bastante estudadas.154-156 

Estudos sobre comportamento de óxido de grafeno em solução são mais recentes,157,158 

mas ainda assim, são pouco abundantes na literatura. Estudos sobre o comportamento 

dos C-dots em solução e suas propriedades de agregação são ainda mais escassos. 159 

Pouco se sabe ainda sobre como estas nanopartículas se comportam e interagem em 

solução e como essas interações afetam suas propriedades espectroscópicas. 

 De acordo com os resultados obtidos para os outros membros da família dos 

nanocarbonos, a estabilidade da solução destas materiais depende fortemente da força 

iônica, do pH da solução e das características da superfície das nanopartículas. Como 

esses materiais apresentam semelhanças estruturais entre si, como a extensa rede de 

conjugação e a presença de grupos funcionais contendo oxigênio na superfície, 

acredita-se que os mesmos fatores também devem afetar a estabilidade dos C-dots em 

solução.  

 Análises de potencial Zeta () apontam que os C-dots possuem potencial de 

superfície negativo quando dispersos em água.160 Isto pode ser consequência da 

ionização dos grupos carboxílicos e hidroxilas.161 Desta forma, a estabilidade coloidal 

destes materiais pode também ser decorrente da repulsão eletrostática entre as 

partículas. 

 Para compreender como estas partículas interagem em solução, é necessário 

primeiro considerar a natureza das interações intermoleculares que podem existir entre 

elas. Os C-dots são nanopartículas com extensas redes de carbonos sp2 e grupos 

funcionais como carboxilas e hidroxilas em sua superfície, portanto é de se esperar que 
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estas partículas possam interagir por meio de ligações de hidrogênio162 e também por 

interações -stacking.163-166_ENREF_149_ENREF_149    

De acordo com propostas encontradas na literatura, durante o processo de 

estruturação dos C-dots, os domínios de carbonos sp2  formam camadas de carbono que 

se arranjam de maneira ordenada, formando nanopartículas esféricas.167,168 Desta 

maneira, os C-dots podem ser esquematicamente retratados como aglomerados 

nanoestruturados concêntricos, conforme representado na Figura 25. 

 

 

Figura 25. Representação da proposta esquemática da estrutura dos aglomerados dos 

C-dots (Imagem adaptada da referência153). 

 

 

2.7 Bioimageamento 

 

Os primeiros relatos utilizando os C-dots em experimentos de Bioimageamento datam 

de 2007. Células cancerígenas MCF-7 foram encubadas com C-dots em uma solução 

tampão a 37 ºC. As células foram irradiadas com pulsos de laser de 800 nm. Os 

compostos apresentaram forte sinal de luminescência na membrana celular e no 

citoplasma, e foram incapazes de se infiltrar no núcleo. O processo de absorção dos C-

dots pelas células se mostrou dependente em relação à temperatura. Em temperaturas 

abaixo de 4 ºC nenhuma absorção foi observada.169  
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Em 2013, C-dots sintetizados a partir de rejeitos bovinos, utilizando o método de 

oxidação com ácido nítrico, foram posteriormente funcionalizados com etilenodiamina e 

testados como sondas celulares.116  

 

Tabela 4. Métodos de obtenção, precursores de C-dots e resultados em experimentos 

de Bioimageamento. 

Agente 

passivação 

Precursor Síntese Afinidade Tamanho 

Médio 

(nm) 

ex(nm) Ano/ref 

PEG1500N grafite Ablação a laser Membrana/Cito

plasma 

 800,0 2007 (169) 

- Fuligem Oxidação HNO3 5M - 2-6 ~ 400,0 2009 (113) 

Azul de Metileno Fuligem Oxidação HNO3 5M Detecção DNA 1,4 467 2011 (170) 

TTDDA Glicerol MW Detecção DNA 3,5 405, 488, 

543 

2011 (171) 

Fluoresceína Ácido Cítrico Térmico pH 5  2012 (172) 

 Cabelo Ultrassom 

H2SO4 
Membrana/Cito

plasma 
7.5 405,0 2013 (114) 

 Polietileno 

Glicol 

Refluxo NaOH Nucléolo 4  2014 (173) 

PEG1500N Carvão Ativo Oxidação HNO3 5M Membrana/Cito

plasma 

~5 458 2015 (174) 

Etilenodiamina Estrume Oxidação HNO3 5M Nucléolo 5  2015 (116) 

3-H2NPhB(OH)2 Ácido Cítrico MW Glicose 2-5 450, 551 2015 (175) 

 

 

 

2.8 Aplicações Fotocatalíticas 

 

Devido às suas capacidades elétron doadoras e aceptoras e baixo custo de obtenção, 

os C-dots tem se mostrado uma alternativa viável em aplicações de Fotocatálise. 

2.8.1 Water Splitting 

 

Os C-dots têm sido investigados também na obtenção de gás hidrogênio a partir da 

molécula de água. As investigações consistem principalmente nos métodos fotoelétrico 

e fotocatalítico. No primeiro, há um circuito externo e um gerador de voltagem para a 

produção de H2. O segundo, os sistemas fotocatalíticos, consistem em um sistema em 

que um material semicondutor, o fotocatalisador disperso em meio aquoso, é irradiado 
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com luz solar. E por meio dos processos eletrônicos decorrentes da absorção de fótons, 

H2 é formado. 

O primeiro trabalho relatando a obtenção de gás hidrogênio utilizando C-dots foi 

publicado em 2014, por Zhang e colaboradores. Os autores sintetizaram C-dots 

modificados com P25 e TiO2 por métodos hidrotérmicos. Testaram o material como 

semicondutor na produção de H2 e concluíram que o compósito se comportava de 

diferentes maneiras, dependendo do comprimento de onda utilizado. Quando irradiado 

com luz ultravioleta, os C-dots agem como reservatórios para os elétrons fotoexcitados 

provenientes do P25, resultando na separação do par elétron-buraco gerado. Esta 

separação tem efeito positivo, aumentando a atividade catalítica do material. Utilizando 

a luz visível os C-dots agem como fotosensibilizadores. Neste caso, os elétrons excitados 

são provenientes das nanoestruturas de carbono.  

Além destes sistemas híbridos, C-dots puros, sem a presença de metais, também 

tiveram suas propriedades fotocatalíticas investigadas. Materiais dopados com átomos 

de nitrogênio são também interessantes para aplicações em fotocatálise. A utilização de 

matéria orgânica na obtenção das nanoestruturas é um método bastante eficiente para 

a síntese de materiais dopados. Há trabalhos na literatura que relatam a utilização de 

cabelo,176 camarão e até mesmo de esterco.116  

Trabalhos relatando o processo de water splitting com C-dots puros são mais 

raros. Zhu, da Universidade da Academia de Ciências Chinesas, foi o primeiro a reportar 

a evolução de gás hidrogênio utilizando apenas água destilada e C-dots obtidos por meio 

do tratamento hidrotérmico em ultrassom. Na otimização das condições e com uso de 

agentes redutores, a atividade obtida foi 30 vezes maior quando comparada ao sistema. 

2.8.2 Fotocatálise Orgânica 

 

 Um dos principais problemas encontrados pela indústria química são as condições 

severas em que muitos processos são realizados. Pressões e temperaturas muito 

elevadas, bem como longos tempos reacionais são alguns dos exemplos dos problemas 

enfrentados e que levam a grandes gastos energéticos, financeiros e ambientais. 
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Encontrar maneiras de realizar esses processos de forma mais econômica, é, portanto, 

o foco das investigações de muitos pesquisadores.  

Os C-dots são capazes de liberarem prótons quando irradiados com fótons.177 

Esta propriedade permite que estes materiais sejam usados como catalisadores em 

reações de catálise ácida, tais como: esterificações, rearranjo de Beckmann e 

condensações aldólicas. 

A oxidação de hidrocarbonetos e álcoois são exemplos de reações orgânicas 

muito dispendiosas utilizadas na indústria. Recentemente, demonstrou-se a oxidação do 

álcool benzílico a benzaldeído utilizando C-dots e luz infravermelha. Neste trabalho, a 

conversão obtida foi de 92% com 100% de seletividade ao se usar luz infravermelha. Ao 

se usar luz ultravioleta, o álcool era oxidado para ácido benzoico.Demonstrando 

novamente o diferente comportamento dos C-dots ao se utilizar diferentes comprimentos 

de onda.178 

C-dots apresentaram também resultados promissores em reações de 

condensação aldólica. Este tipo de reação pode ser promovida por catálise ácida ou por 

meio de interações químicas não covalentes, como as ligações de hidrogênio. Os grupos 

hidroxilas presentes nos C-dots podem promover este tipo de interação. Os resultados 

obtidos demonstraram que a eficiência do catalisador era maior quando a luz visível era 

utilizada.179 
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3 Objetivos  
 

Este trabalho tem como proposta a produção e caracterização de carbon dots. Pretende-

se avaliar a estrutura e as propriedades do material através de técnicas como 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), infravermelho (FT-IR), espectroscopia de 

fotoelétrons excitados por raios X (XPS), ressonância magnética nuclear (RMN) e 

ultravioleta-visível (UV-Vis) de modo que sua estrutura possa ser caracterizada e os seus 

mecanismos de decaimento radiativo melhor elucidados. 

 

1- Obter C-dots a partir de fonte com elevado teor de carbono, o Carvão Ativo (CA); 

 

2- Estudar suas propriedades fotofísicas; 

 

3- Investigar o efeito da concentração e do pH nas suas propriedades em solução. 
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4 - Resultados e discussões 
 

4.1 Síntese e caracterização dos Carbon Dots 

 

Os Carbon Dots obtidos neste trabalho foram sintetizados por meio de metodologia top-

down. Carvão ativo comercial foi refluxado em uma solução de ácido nítrico 5 M por 24 

horas (Esquema 4)110,180 O tratamento com ácido nítrico tem como objetivo romper os 

fragmentos carbonáceos de maior tamanho que constituem o carvão em partículas 

menores. Durante o procedimento de fragmentação, as partículas também são oxidadas, 

levando à formação de grupos funcionais ricos em oxigênio em sua superfície. A 

presença destes grupos confere um caráter altamente hidrofílico aos Carbon Dots.106  

 

Esquema 4. Processo top-down para síntese dos Carbon Dots com ácido nítrico. 

 

A formação das nanopartículas foi confirmada por meio de análises de 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). As imagens obtidas (Figura 26) mostram 

que as partículas possuem morfologia quase-esférica e tamanhos variados, de 10 a 100 

nm, e tem uma tendência de se aglomerarem.181,182  
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Figura 26. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) (a) 120 kV e (b) 200 kV dos C-

dots sintetizados. 

 

A confirmação do processo oxidativo se deu primeiro por meio de análises de 

espectroscopia de absorção na região do infravermelho (Figura 27). Comparando-se os 

espectros do material de partida e do produto final, é possível notar a presença de 

ligações C=O, C-O e O-H em maior abundância. No espectro do carvão ativo é possível 

observar a presença de absorções de vibrações de ligações O-H e C-O localizadas em 

3402 cm-1 e 1089 cm-1, respectivamente. No espectro dos Carbon Dots, as fortes 

absorções em 1706 cm-1 e em 1218 cm-1 ocorrem devido à maior presença das ligações 

C=O e C-O, respectivamente, geradas durante o tratamento oxidativo. É possível 

verificar também absorções intensas em 1630 cm-1, 1500 cm-1 e 1400 cm-1, proveniente 

de ligações C=C dos grupos aromáticos. A absorção em 1334 cm-1 é característica de 

ligações (C-O-C), sugerindo a existência de grupos éteres e epóxidos.132  
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Figura 27. Espectro de IV do material de partida Carvão Ativo (preto) e do produto final, 

Carbon Dots (vermelho). 

 

 Para uma investigação estrutural mais informativa, análises de XPS foram 

realizadas (Figura 28). Os espectros obtidos também indicam a presença de carbono (C 

1s, 284 eV) e oxigênio (O 1s, 532 eV) na superfície de ambos os materiais. Comparando-

se os espectros do material de partida com o do produto final (Figura 28a), é possível 

verificar que no material oxidado há uma quantidade de oxigênio muito maior do que no 

material de partida. No espectro do carvão ativo, a intensidade da componente do 

carbono é muito maior do que a de oxigênio. Depois de oxidado, o material passa a 

apresentar maior proporção de átomos de oxigênio com relação aos átomos de carbono. 

Este resultado indica a presença de maior quantidade de grupos funcionais contento 

oxigênio, demonstrando a eficiência do tratamento oxidativo.  

 No espectro de alta resolução, na região de C 1s do material oxidado (em 

vermelho na Figura 28b, é observada uma componente que não está presente no 

espectro do material de partida (em preto na Figura 28 b). Esta componente se alonga 
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para a região de maior energia do espectro, região característica de átomos de carbono 

mais oxidados ligados a átomos de oxigênio.183  

 

Figura 28. Espectros de XPS dos Carbon Dots (vermelho) e do carvão ativo (preto) (a). 

Espectros de Alta Resolução do C 1s dos Carbon dots (vermelho) e do carvão ativo 

(preto (b). Espectros de alta resolução deconvoluídos de C 1s (c) e O 1s (d). 
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 O espectro de alta resolução de C 1s (Figura 22C) pode ser deconvoluído em 

três componentes localizadas em 284,9 eV (60,8%), 286,3 eV (23,2%), 288,9 eV 

(15,9%), que são atribuídas a ligações do tipo (C=C, C-H), (C-OH, C-O-C), (O-C=O) 

respectivamente. Enquanto o espectro de alta resolução do O 1s apresenta duas 

componentes. A primeira localizada em 531,9 eV (50,1%) e a segunda em 533,4 eV 

(49,8%). As componentes são atribuídas a ligações do tipo (C=O) e (C-OH, C-O-C) 

respectivamente. 

 Os dados coletados nestes experimentos corroboram com as informações 

obtidas na Espectroscopia de IV e com os dados de CHN, (C 73,3%, H 1,8% e O 24,7% 

para o material de partida) e (C 51,3%, H 1,7% e O 45,9% para os Carbon Dots), (Tabela 

S1. As análises de XPS, IV e CHN indicam a presença de grupos funcionais contendo 

oxigênio na superfície e no interior das partículas. Entretanto, estas técnicas nos dizem 

que os grupos estão presentes na composição do material, mas não permitem diferenciar 

de maneira mais refinada o arranjo estrutural desses grupos. Considerando que estes 

podem compor a estrutura dos Carbon Dots de diferentes maneiras,135 mais informações 

a respeito do arranjo estrutural se fazem necessárias para uma elucidação mais 

detalhada. 

Informações obtidas por meio da técnica de RMN podem auxiliar na investigação 

da estrutura dos Carbon Dots. Esta técnica é uma poderosa ferramenta para a 

elucidação de estruturas orgânicas, fornecendo informações sobre os tipos de átomos e 

a densidade eletrônica sobre estes, além de também propiciar informações sobre seus 

ambientes químicos. A espectroscopia de RMN 13C pode auxiliar no processo de 

investigação estrutural dos Carbon Dots, 120,138,180 fornecendo informações sobre o 

estado de hibridização dos seus átomos. Experimentos APT (experimento 

unidimensional de carbono) podem facilmente diferenciar átomos de carbono zero (C 

zero), CH, CH2 e CH3. Realizando este experimento para os Carbon Dots (Figura 29), 

percebe-se a presença de sinais em 30, 50 e 60 ppm (Figura 29 d, e). Estes sinais 

indicam a presença de átomos de carbono alifáticos (sp3) ligados a átomos de oxigênio. 

Provavelmente, grupos metóxi (-O-CH3) em diferentes ambientes químicos.  
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Acima de 120 ppm, duas regiões principais podem ser observadas. A primeira, 

entre 120 e 150 ppm (Figura 29c), característica de átomos de carbono aromáticos (sp2), 

apresenta uma série de sinais referentes aos átomos de carbono zero (C Zero) e alguns 

poucos sinais referentes a carbonos ímpares (CH), estes sinais podem ser atribuídos 

aos átomos que constituem os domínios de carbonos sp2 aromáticos e também a átomos 

de carbono aromáticos ligados a grupos metóxi. 

 Na segunda região, entre 160 e 180 ppm (Figura 29b), característica de átomos 

desblindados, há uma série de sinais referentes aos átomos de carbono quaternários, 

muito provavelmente ligados a átomos de oxigênio, podendo ocorrer devido à presença 

de grupos fenólicos, cetônicos e carboxílicos.120  

Esta variedade de átomos de carbono evidencia a presença de diversos grupos 

funcionais na estrutura dos Carbon Dots. Os resultados desta análise são similares aos 

resultados obtidos por outros grupos de pesquisa.120,138  

 

 

Figura 29. Espectro de APT (100 MHz) dos Carbon Dots em DMOS-d6. 
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Os dados obtidos nesta análise estão de acordo com os resultados da IV e XPS, 

indicando a presença de grupos funcionais como éteres e epóxidos (C-O-C), carboxilas 

(-COOH), carboxilatos (-COO-), hidroxilas (-OH) de álcoois e fenóis e carbonilas (C=O) 

de grupos acetonas, lactonas, anidridos, estéres. Estes resultados demonstram a 

complexidade estrutural dos sistemas Carbon Dots, e com base nestas informações e 

no trabalho de outros grupos, uma estrutura genérica para as nanopartículas é sugerida 

(Figura 30). 

 

Figura 30. Estrutura genérica proposta para os Carbon Dots. 
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4.2 Titulação 

 

Considerando as informações obtidas no processo de caracterização, pode-se observar 

a existência de grupos fenolatos e carboxilatos na superfície das nanopartículas. Para 

determinar as constantes de dissociação destes grupos, experimentos de titulação foram 

realizados (Figura 31).161,184    

 

Figura 31. Curva de titulação dos Carbon Dots (preto) e sua derivada (azul) (a).  

Expansão da curva de titulação indicando os pontos de inflexão obtidos por meio da 

primeira derivada. 

 

 

Dois pontos de inflexão podem ser observados na curva de titulação, indicando a 

existência de duas constantes de dissociação, corroborando com as informações obtidas 

durantes as análises realizadas no processo de caracterização. Uma constante é 

referente aos grupos de ácidos carboxílicos, pKa = 4,3, e a outra aos grupos fenólicos, 

pKa = 8,7 (Figura 32).  
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Figura 32. Proposta de sequência de ionização para os Carbon Dots em diferentes 

valores de pH de acordo com os valores de pKa obtidos.   

 

 

 Sabendo da existência destes grupos na superfície do material, considerou-se a 

possibilidade de estas partículas poderem interagir com o solvente em que se encontram 

solubilizadas e também entre si por meio de ligações de hidrogênio. A possibilidade da 

existência deste tipo de interação entre as partículas foi explorada e os resultados serão 

apresentados em seções posteriores no decorrer do texto. Uma vez que fosse 

comprovada a ocorrência das ligações de hidrogênio, a formação de agregados em 

solução seria uma nova possibilidade a ser explorada. 

 Então, tendo como base a presença dos grupos capazes de formar ligações de 

hidrogênio e os dois pontos de inflexão na curva de titulação, as propriedades fotofísicas 

dos Carbon Dots foram investigadas em diferentes condições de pH e em diferentes 

solventes. Os dados são apresentados nas próximas seções. Um resultado interessante 

destes estudos foi observar que as partículas obtidas neste trabalho se comportam de 

maneira diferente em relação às outras nanopartículas de carbono relatadas na 

literatura.185,186 
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4.3 Propriedades Fotoluminescentes 

 

Os Carbon Dots sintetizados neste trabalho apresentam propriedades fotoluminescentes 

similares a aquelas descritas na literatura, tais como absorção na região do UV-Vis e 

emissão de fluorescência dependente do comprimento de onda de excitação. A origem 

da fotoluminescência dos Carbon Dots é tema de amplo debate na literatura,108,187 uma 

das vertentes defende que a fotoluminescência acontece devido à recombinação dos 

pares elétron/buracos existentes nas ilhas de carbono sp2, a outra sugere que a luz 

observada nesses materiais se origina devido à presença de pequenas moléculas 

fluorescentes, como o xileno, formadas juntamente com as partículas maiores.108,188 

  A Figura 33 apresenta o estudo fotofísico das nanopartículas. O espectro de 

absorção (Figura 33a), medido numa solução aquosa de pH = 5, apresenta três bandas 

de absorção, centradas em 227 nm, 293 nm e 358 nm (Figura 33a). 

A absorção localizada entre 300-400 nm, normalmente é atribuída a transições 

eletrônicas do tipo n-,189,190 que se originariam devido à presença dos grupos funcionais 

ricos em oxigênio presentes na superfície das partículas. Entretanto, considerando as 

intensidades das absorções, acredita-se que todas as transições observadas no espectro 

sejam do tipo -*, e seus valores mudam de posição de acordo com o tamanho da rede 

de carbonos poliaromáticos conjugados. 

 A segunda absorção, localizada entre 300-400 nm, é atribuída também a 

transições aromáticas -*,164 relacionadas a transições da parte central da rede de 

carbonos aromáticos. A transição localizada em 227 nm é pouco discutida na literatura 

e suas origens ainda são tema de debate entre os pesquisadores.130 Absorções nesta 

região são atribuídas às transições -*, mas de grupos isolados e pouco conjugados 

como olefinas e anéis aromáticos não condensados.191 A emissão de fluorescência 

dessas bandas de absorção (Figura S18) são muito similares umas às outras, resultado 

este que corrobora com a proposta de todas as transições serem do tipo “spin allowed”. 
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Figura 33. (a) Espectro de UV-Vis dos Carbon Dots em solução aquosa em diferentes 

concentrações (15-25 ppm). O inset apresenta a ampliação da região de 280-400 nm na 

concentração de 25 ppm. (b) Emissão de fluorescência normalizada em diferentes 

comprimentos de onda de excitação, 400-550 nm. (c) Gráfico da excitação (ex) vs. 

máximo de emissão (em) (preto) e intensidade de fluorescência (azul). 
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O comprimento de onda de emissão dos Carbon Dots varia com o de excitação 

(Figura 33b), na faixa de 280-560 nm, apesar dessa variação, uma relação não linear é 

observada entre as duas variáveis (Figura 33c). Excitação de 300 nm a 370 nm apresenta 

uma relação linear. De 330 nm a 430 nm, o  máximo de emissão permanece 

praticamente o mesmo, com apenas pequenas variações. Ao se excitar os Carbon Dots 

com  a partir de 430 nm, o máximo de emissão varia enormemente até 550 nm. A partir 

desses valores de excitação, a intensidade de emissão diminui significativamente (Figura 

33c (azul)). Esta dependência, entre emissão e a excitação, que parece violar a lei de 

Kasha, pode ser explicada pela presença dos múltiplos estados eletrônicos provenientes 

dos aglomerados e das folhas grafênicas de diferentes tamanhos. 
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4.3.1 Efeito do pH 

 

Uma variável que influencia bastante nas propriedades fotoluminescentes dos Carbon 

Dots é o pH da solução em que se encontram. Como vimos anteriormente, estas 

partículas possuem grupos fenólicos e carboxílicos em sua superfície. Dependendo da 

acidez do meio em que se encontram, estes grupos podem estar protonados ou não, e 

esta condição tem grandes consequências sobre o sinal luminoso. Para melhor 

compreender como esse processo de protonação e desprotonação interfere nas 

propriedades de sua luminescência, estes materiais tiveram suas propriedades 

fotofísicas investigadas em diferentes condições de pH.  

Primeiro foi realizado um experimento de titulação para que as constantes de 

acidez dos grupos presentes na superfície fossem obtidas. Em seguida, foram medidos 

os espectros de absorção e emissão variando-se o pH de 1 a 13. 

Analisando-se o espectro de UV-Vis dos Carbon Dots em diferentes pHs, notam-

se sutis mudanças no perfil da banda de absorção (Figura 34a). Ao se comparar a 

absorção em pH = 1 com a banda de absorção em pHs menos ácidos (5, 6), observa-se 

que em pH ácido a absortividade é menor e que também a banda de absorção presente 

em 350 nm não está presente e a absorção em 298 nm é muito mais intensa. Em meio 

básico, pH = 13, parece haver um deslocamento nas bandas de absorção e também um 

aumento na absortividade.  
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Figura 34. Absorbância (a) e Intensidade de Fluorescência (b) em diferentes condições 

de pH. (b) Gráfico do pH vs. posição do máximo de emissão (em) (preto) e Intensidade 

de Fluorescência (azul). Espectros medidos com excitação em 340 nm. 
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Em pH 1 (Figura 34b), uma banda com máximo de emissão em 470 nm é 

observada. Ao se aumentar para pH 6, pode se notar um aumento na intensidade de 

emissão com um pequeno deslocamento na posição do máximo (455 nm). Em pH 13, 

uma banda de emissão dupla passa a ser observada. O máximo de emissão permanece 

inalterado (~450 nm), porém uma banda adicional e menos intensa, deslocada para o 

vermelho surge em 550 nm. Este resultado contrasta com outros estudos que relatam 

apenas um deslocamento batocrômico para essas condições de pH.192  

Com base na posição da banda de emissão máxima para os meios ácido e neutro 

(pH 2 a 8), pode se concluir que a porção conjugada responsável pela fluorescência nos 

Carbon Dots é a mesma. Desta maneira, acredita-se que em meio ácido, os grupos 

funcionais que contém oxigênio estão completamente protonados (Figura 32), induzindo 

a uma interação diferente entre as nanopartículas, favorecendo os decaimentos não 

radiativos. Além do mais, com os pares de elétrons dos grupos funcionais protonados, a 

interação entre as partículas torna-se limitada, uma vez que a formação de ligações de 

hidrogênio torna-se dificultada, impedindo a interação entre elas.  

Na faixa de pH = 6 a pH = 8, a intensidade de fluorescência atinge seu máximo 

(Figura 34c). Nesta faixa de pH, os grupos fenólicos e carboxílicos não estão 

ionizados.193  

Com o aumento da alcalinidade, pH acima de 9, os grupos fenólicos e carboxílicos 

são desprotonados, aumentando a repulsão entre as partículas que agora estão 

negativamente carregadas. Em meio básico, as propriedades fotofísicas são diferentes 

daquelas formadas em meio ácido. Além da banda de emissão principal, 470 nm, 

observada tanto em meio ácido quanto em meio neutro, em meio básico as partículas 

apresentam uma nova banda de emissão centrada em 550 nm (Figura 34b). Esta banda, 

provavelmente originou-se devido aos processos de transferência de cargas. 

Levando em consideração os resultados obtidos nas análises de variação de pH, 

conclui-se que estas nanopartículas podem formar agregados em solução e isto é ainda 

um fenômeno pouco investigado na literatura. Um dos primeiros experimentos realizados 

para explorar essa possibilidade foi analisar a posição da banda do máximo de absorção 

e emissão em diferentes concentrações. Os espectros apresentados na Figura 35a 
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mostram que não há deslocamento das bandas de absorção ao se variar a concentração. 

No entanto, o comportamento das bandas de emissão é diferente (Figura 35). De acordo 

com a hipótese formulada, se houvesse a formação de agregados em solução, a posição 

das bandas deveria mudar de acordo com a concentração, devido a fenômenos de 

transferência de carga que ocorrem de acordo com a proximidade das partículas em 

solução.72,194 E para nossa surpresa, este efeito foi observado ao se analisar as bandas 

de emissão em diferentes concentrações. 

 

Figura 35. (a) Espectros de emissão normalizados dos Carbon Dots em diferentes 

concentrações [770 ppm a 40 ppm]. (b) Gráfico da concentração (ppm) vs. posição do 

máximo de emissão (preto) e intensidade de fluorescência (azul). A intensidade foi 

medida no máximo de emissão de cada curva. Os espectros foram obtidos com excitação 

em 300 nm. 

 

 

Os resultados mostram que a emissão destas partículas é significativamente 

dependente de sua concentração. A solução mais concentrada (~770 ppm) apresenta 

banda de emissão dupla na região do IV próximo, uma localizada em 750 nm e a outra 

deslocada para o azul, em 600 nm. Ao se diminuir a concentração, a intensidade da 
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banda centrada em 770 nm diminui, enquanto a intensidade da banda em 600 nm 

aumenta. A partir de aproximadamente 400 ppm, a banda localizada em 600 nm passa 

a ter um deslocamento hipsocrômico (600 nm para 500 nm).  

Ainda não está claro se a baixa intensidade de emissão dos Carbon Dots em 

soluções mais concentradas é causada por efeitos de filtro interno (IFE = inner filter 

effect)195,196 ou por outros mecanismos de supressão causados por processos de 

transferência de energia.105,145,191 Em concentrações maiores, acredita-se que 

agregados sejam formados e a formação destes influencie nas propriedades do estado 

excitado e, consequentemente, na fotoluminescência destes materiais.  

Emissões na região do IV próximo não são comuns para materiais não dopados 

derivados de carbono.108 Nos materiais dopados normalmente são reportados emissões 

por volta de 600 nm por causa de modificações em suas estruturas.145 A emissão 

observada nesta região para as partículas obtidas neste trabalho pode estar relacionada 

à formação dos agregados em solução. A agregação destas partículas158 é facilitada 

devido à possibilidade de formação de ligações de hidrogênio145 e às interações -

stacking105,145,164,190,191 que podem ocorrer devido à presença de domínios de carbonos 

aromáticos policíclicos.  

A formação destas partículas maiores favorece decaimentos radiativos em 

energias menores. Estes resultados mostram que as nanopartículas podem interagir e 

formar agregados em solução mesmo em concentrações muito diminutas, assim como 

já foi observado para outros materiais.157 Além da posição do máximo de emissão, a 

intensidade da fluorescência também é diretamente afetada pela concentração. Atinge o 

seu máximo na concentração de 35 ppm (Figura 35b). Em concentrações acima deste 

ponto, os mecanismos de supressão diminuem a intensidade do sinal luminoso. 
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4.3.2 Fluorescência resolvida no tempo 

 

Medidas de fluorescência resolvida no tempo também foram utilizadas afim de melhor  

compreender as propriedades deste material. Os dados são apresentados na Tabela 5 

e na Figura 36. Os espectros dos tempos de decaimento de todas as amostras estudadas 

foram fitadas com decaimentos de exponencial dupla com bons valores de 2. De 

maneira geral, todas as amostras apresentaram dois tempos de decaimento, um tempo 

de vida menor que 1 ns e um mais longo, variando de 1,6 a ~ 5 ns, de acordo com as 

condições da análise. As soluções mais concentradas (80 ppm) apresentaram tempos 

de vida e percentual populacional próximos daquela observada para a amostra realizada 

em concentrações de 16 ppm. Por outro lado, na solução mais diluída (3 ppm), mudanças 

significativas foram observadas. Dois tempos de decaimento ainda podem ser 

observados, sendo que o mais curto (0,071 ns) é predominante (Tabela 5, entrada 3).  

  Ao se realizar as análises em diferentes pHs, interessantes efeitos são 

observados. O tempo de decaimento dos C-dots em soluções de pHs extremos indica 

que as partículas, nestas condições, comportam-se de maneira semelhante ao 

comportamento em soluções diluídas. Isso ocorre, provavelmente, devido à repulsão 

entre as partículas. Em meio ácido (pH 1) e básico (pH 13), a 16 ppm, a duração dos 

tempos de decaimento mais curtos é semelhante. A duração dos tempos de vida mais 

longos também é semelhante (~ 2ns). Com base nos resultados das seções anteriores 

e nos tempos de decaimento, acredita-se que os tempos de decaimento mais curtos 

sejam provenientes das partículas menores presentes nas soluções. 
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Figura 36. Espectro de emissão de fluorescência resolvida no tempo dos C-dots em 

diferentes soluções. IRF = Instrument Response Function. 

 

Tabela 5. Dados relevantes de Fluorescência Resolvida no Tempo para os C-dots em 

diferentes condições de pH e concentração, em que é o tempo de vida da fluorescência 

(em ns) e av é a média dos tempos de vida. Os números 1 e 2 são relativos aos diferentes 

decaimentos observados. 

 Amostra Conc. pH 1 (%) 2 (%) av
 

1 C-dot 16 5 

5 

5 

0.667 (78.96) 4.494 (21.04) 1.472 

2 Concentrada 80 0.821 (70.37) 4.806 (29.63) 2.002 

3 Diluída 3 0.071 (98.13) 1.941 (1.87) 0.106 

4 Meio ácido 16 1 0.035 (98.78) 1.641 (1.22) 0.055 

5 Meio básico 16 13 0.066 (96.64) 2.013 (3.36) 0.131 

 



78 
 

4.4 Estudo de agregação 

 

Os dados obtidos na seção anterior corroboram com a hipótese de que as nanopartículas 

podem interagir entre si em solução. Ao interagirem, levam à formação de agregados, 

de diversos tamanhos, que podem sofrer processos de troca de energia no estado 

excitado o que tem consequências diretas em suas propriedades fotofísicas.197 Afim de 

investigar mais a fundo como estas partículas interagem em diferentes condições de 

concentração e pH, foram realizadas análises de raio hidrodinâmico e de potencial zeta 

().  

Considerando os resultados obtidos por meio dos experimentos de DLS (Figura 

37, em azul ▲), observa-se que em valores de pH mais ácido ou mais básico, o raio 

hidrodinâmico das partículas flutua entre 100 nm e 200 nm. Com base nestes dados e 

nos tamanhos medidos nas imagens de TEM, pode-se dizer que as soluções dos Carbon 

Dots devem ser coloidais.  

 

 

Figura 37. Análises de DLS (linha azul ▲) e de potencial Zeta (linha preta ●) dos Carbon 

Dots em função do pH. Todas as análises foram realizadas na concentração de 16 ppm. 

 

Na Figura 38 é apresentada uma proposta da agregação das partículas de acordo 

com o pH da solução. As partículas existentes em meio ácido e básico são menores do 
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que aquelas existentes na faixa de pH neutro. Este processo é consequência da repulsão 

Coulombiana das espécies positivas observadas em meio ácido e das espécies 

negativas observadas em meio básico. Em meio neutro, a agregação é favorecida, pois 

não há repulsão coulombiana entre as partículas e os grupos funcionais oxigenados 

estão livres para interagirem entre si e formarem ligações de hidrogênio.55,80-82  

 

 

Figura 38. Proposta de dinâmica de agregação para os Carbon Dots em diferentes 

condições de pH. 

 

 

O potencial zeta fornece informações a respeito da carga de superfície e é 

também uma propriedade importante no que se refere à medida de estabilidade das 

partículas em solução. Usualmente, partículas com valores de potencial zeta maior do 

que + 30 mV ou menores do que – 30  mV são consideradas estáveis devido à repulsão 

eletrostática.198 Os dados apresentados na Figura 37 (linha preta ●) mostram que o 

potencial zeta das partículas é dependente do pH. O gráfico indica que os Carbon Dots 

nesta concentração são instáveis em solução, pois os valores  são na maior parte 

abaixo, em módulo, de – 30 mV.198,199 Os valores mostram que mesmo em pH neutro, 

faixa de maior agregação, a soluçao não pode ser considerada estável. Apesar disso, os 

dados obtidos são coerentes com o esperado e similares a dados relatados na 

literatura.161 Em meio ácido, os valores de zeta são positivos ou menos negativos. Isso 

ocorre, pois em pH = 1 os grupos funcionais estão protonados, conferindo carga positiva 

à superfície das partículas. No entanto, apesar de ainda em meio ácido, em valores de 
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pH maior do que 1, os valores de zeta passam a ser negativos. Em pH 2, zeta = – 5 mV, 

menos grupos estão protonados e o caráter negativo das partículas pode ser explicado 

devido à nuvem de elétrons  presentes nos domínios de carbono sp2. O valor de zeta 

cresce até pH 9, em que é obtido o valor mais extremo, -35 mV. O aumento observado 

no potencial  em pHs maiores ocorre devido à compressão da camada dupla em 

soluções de maior força iônica.199,200   

 Estes dados são, portanto, coerentes com as conclusões obtidas na seção 

anterior e com a proposta de agregação apresentada na Figura 38. 

As análises de espalhamento de luz DLS (Dynamic Light Scattering) foram 

realizadas em soluções de pH 5,5 com diferentes concentrações das nanopartículas 

(Figura 39). As medidas foram realizadas nestas condições, pois é nesta faixa de pH em 

que a formação dos agregados é mais favorecida. Nela os grupos oxigenados estão 

livres para interagirem por meio das ligações de hidrogênio, como pode ser observado 

na Figura 32 e nos dados do potencial zeta.199,201,202 

 

 

Figura 39. Raio hidrodinâmico dos Carbon Dots em solução aquosa (pH 5,5) em 

diferentes concentrações (a). Representação esquemática da distribuição das partículas 

em solução dependendo da concentração (b). 
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4.4.1 Ligações de Hidrogênio 

 

Na seção anterior vimos que a emissão dos C-dots é dependente do comprimento de 

onda de excitação. Existem inúmeros trabalhos na literatura dedicados a explorar a 

origem dessa dependência,11,108,130 em que fatores ligados à estrutura das 

nanopartículas, como métodos de síntese, material de partida utilizado e grau de 

oxidação são determinantes em suas propriedades fotofísicas. Apesar do grande número 

de trabalhos, os resultados e conclusões dos diferentes grupos de pesquisa são 

contraditórios e os mecanismos emissivos destes materiais permanecem ainda não 

elucidados. 

As propriedades fotoluminescentes dessas nanopartículas também são 

dependentes de fatores externos, como pH192 e solvente.203 Devido à presença dos 

grupos carboxílicos, hidroxilas e carbonilas, essas nanopartículas são capazes de 

realizar interações com os solventes que tem efeitos determinantes em suas 

propriedades de emissão. Desta forma, a solvatação pode ser utilizada como uma 

ferramenta na investigação das propriedades fotofísicas deste material. No entanto, 

apesar da enorme quantidade de trabalhos que tratam sobre fotoluminescência dos C-

dots, é impressionante como poucos grupos de pesquisa exploraram esta estratégia. 

Poucos são os trabalhos que discutem sua luminescência em meio não aquoso e mais 

escassos ainda são os que discutem o efeito do solvatocromismo. 

Se o estado da superfície dos C-dots está envolvido nos mecanismos de emissão, 

a compreensão das interações partícula-solvente é essencial na determinação de suas 

propriedades.  

A dispersão dos C-dots no meio depende do momento de dipolo do solvente. Em 

meios polares, as dispersões tendem a ser mais estáveis devido à formação de ligações 

de hidrogênio com as moléculas do solvente.204 Além de favorecerem uma dispersão 

mais estável, as ligações de hidrogênio também afetam significativamente os processos 

de transferência de carga no estado excitado.72,205 

 Na Figura 40 é possível observar os espectros de fluorescência dos C-dots em 

diferentes solventes. Em acetona, MeCN, água, metanol e DMSO é possível observar 
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duas bandas de emissão (destacadas em azul claro e cinza). Em hexano e tolueno, é 

observado apenas a banda com menor de emissão e com intensidade muito menor. 

Estes espectros mostram a complexidade do sistema dos C-dots e como suas 

soluções são heterogêneas. Em solventes apolares é observada apenas uma banda de 

emissão e atribui-se que essa emissão pouco intensa seja originada de partículas 

menores e com menor grau de oxidação. As partículas com maior grau de oxidação não 

solubilizam ou não são formadas nesse ambiente e, por isso, sua emissão não é 

observada. 

Em solventes polares, ambas as emissões são observadas e, dependendo do 

momento de dipolo e sua capacidade de realizar ligações de hidrogênio com os analitos, 

as emissões podem variar de intensidade. DMSO é o solvente com maior momento de 

dipolo (Tabela 6) e que possui maior intensidade de fluorescência. Hexano, com o menor 

momento dipolo dentre os solventes testados, apresenta comportamento contrário, com 

a menor intensidade observada quando comparado aos demais. 

Estes resultados são importantes, pois demonstram a influência que as ligações 

de hidrogênio tem na dispersão e estabilização dos agregados e no estado excitado 

destas partículas.  

 

Figura 40. Espectro de fluorescência dos C-dots em diferentes solventes a 16 ppm, com 

excitação em 300 nm (a). Representação esquemática da distribuição das partículas em 

solução dependendo do tipo de solvente (b). 
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Tabela 6.  Dados fotofísicos dos C-dots em diferentes solventes       

 Solvente Momento 

de dipolo 

Constante 

Dielétrica 

𝑬𝐓
𝐍 max(em)(nm) Intensidade 

 

 

C-dot 

DCM 1,14 8,93 0,309 464 115 

DMSO 4,1 46,68 0,444 436 473 

MeCN 3,44 37,5 0,460 472 188 

MeOH 2,87 32,70 0,762   458 248 

Tolueno 0,31 2,38 0,099 704 22 

Água 1,87 80,1 1,000 458 234 

Acetona 2,69 20,7 0,355 471 370 

Hexano 0,08 1,88 0,009 - - 

    

 

 

4.5 Estudo com Íons Metálicos 

 

Uma característica interessante dos materiais obtidos, além da emissão no amarelo, é o 

tamanho das partículas. Na literatura, os relatos mostram partículas com tamanhos 

menores do que 10 nm. Mesmo depois de centrifugar o material a 13000 rpm por 45 

minutos, não foi possível isolar unicamente as partículas menores. Um método de 

ultracentrifugação utilizando álcool e éter etílico como co-solventes113,206 também foi 

testados no entanto não foi possível fazer com que as partículas de diâmetro maior 

precipitassem. Isto provavelmente ocorre devido à repulsão eletrostática entre as 

partículas carregadas negativamente na solução, o que impede a sua precipitação, ver 

Figura 38.207 Devido à carga negativa na superfície, a adição de uma série de íons 

positivos nas soluções contendo os C-dots seria uma maneira de diminuir a repulsão 

entre as partículas e fazer com que precipitassem. 

Este fato combinado com a capacidade elétron doadora dos C-dots possui um 

enorme potencial para a síntese de nanopartículas metálicas utilizando os Carbons dots 

como centros de aglutinação. Já são reportados na literatura estudos relatando o 

crescimento de nanopartículas na superfície dos C-dots por vias térmicas e 

luminosas.208,209 A maior parte dos trabalhos utilizam prata e ouro em suas investigações, 

enquanto que estudos utilizando outros metais são mais escassos, no entanto também 

podem ser encontrados.210 
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Desta maneira, primeiro foi   adicionada uma solução 0,2 M de Ag+ a uma solução 

16 ppm de C-dots. Instantaneamente, foi observado que a solução coalesce devido a 

interação dos íons de prata e dos C-dots. O processo de coalesência foi verificado por 

meio da ocorrência do efeito Tyndall (Figura 41).99,211,212 Esse comportamento é 

característico de sistemas coloidais213 estabilizados por meio de repulsão 

eletrostática.212 

 

 

Figura 41. (a) Não ocorrência do efeito Tyndall em soluções contendo apenas C-dots. 

(b) Demonstração da ocorrência do efeito Tyndall em soluções de C-dots na presença 

de íons metálicos. 

 

 

 Estudos da interação dos C-dots com íons de prata são mais comuns na 

literatura,208 além destes íons serem facilmente reduzidos, resolveu-se testar o 

comportamento das partículas na presença de outros tipos de cátions. Primeiro, soluções 

0,2 M de LiCl, NaCl e KCl foram adicionadas a soluções 1 mg mL-1 dos C-dots. Após 5 

minutos as soluções foram centrifugadas e a presença de material precipitado foi 

observada em todas elas, indicando que íons com potencial de redução mais elevado 

também podem interagir com as partículas. Cátions não metálicos como líquidos iônicos 

e sais de amônio também foram testados e resultados similares foram obtidos, 

suportando ainda mais a hipótese de diminuição de repulsão entre as partículas quando 
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na presença de íons positivos. A superfície carregada negativamente atrai os íons de 

carga positiva e os grupos carboxilatos e fenolatos agem como sítios de ancoragem para 

os cátions metálicos.  

Para melhor compreender a interação dos C-dots com os cátions, estudos 

fotofísicos utilizando espectroscopia de absorção no UV-Vis, emissão de fluorescência e 

fluorescência resolvida no tempo foram conduzidos na presença dos íons positivos. 

Nesta seção, foi testada uma série de cátions metálicos: Al3+, Ba2+, Cd2+, Sr2+, 

Cs+, Li+, Na+, Zn2+, Hg2+, Ni2+, Co2+, Mn2+, Cu2+, Sn2+, Os3+, Au+, In3+, Ag+, Ru3+, Pd2+, 

Zr4+, Fe3+ e Ce3+. A influência destes íons na fotoluminescência dos C-dots pode ser 

visualizada na Figura 42. 

 

Figura 42. Intensidade de fluorescência dos C-dots em 500 nm em soluções com 160 

M dos íons metálicos em água deionizada. Excitações foram realizadas em 300 nm. 

 

Os espectros de absorção dos Carbon Dots na presença e na ausência dos íons 

foram medidos e podem ser vistos na Figura S19. De maneira geral, foi observado que 
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os espectros não foram significativamente alterados quando na presença da maioria dos 

cátions metálicos. Entretanto, após a adição de Ag+, Fe3+ e Ru3+ um efeito hipercrômico 

ocorre nas bandas de absorção das nanopartículas (Figura 43). Este aumento na 

absorção das bandas não ocorre devido à absorção do próprio íon, mas sim em função 

da interação dos C-dots com os metais. Esta interação leva à formação de complexos 

no estado fundamental que absorvem luz de maneira mais eficiente,214 como já foi 

reportado para outros casos.215-217   

 

Figura 43. Espectros de absorção dos íons metálicos (preto), dos C-dots (16 ppm) (azul), 

e dos C-dots na presença dos íons (vermelho). 

 

 

A absorção mais eficiente de luz pode ser atribuída às partículas core-shell 

maiores217 formadas após a adição dos íons metálicos. Esperava-se que tais partículas 

deslocassem a posição das bandas de absorção, no entanto este efeito não foi 

observado. Ao invés da formação de partículas maiores, outra possível explicação para 

o resultado observado pode ser a formação de partículas menores. Logo depois da 

adição dos íons (Ag+, Fe3+ e Ru3+), as partículas maiores presentes na solução podem 

ser desagregadas, e após este processo a área das partículas disponível para absorção 

aumenta e consequentemente a sua absortividade (Figura 44). ††  

                                            
†† Efeito semelhante ocorre no desmembramento do DNA. Um processo em que a dupla hélice é 
desmembrada e as bases aromáticas são desalinhadas e assim a luz é absorvida de maneira mais 
eficiente. 
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Figura 44. Proposta de interação dos C-dots com os íons metálicos. (a) C-dots 

agregados. (b) Interação inicial dos C-dots com os íons. (c) Desagregação causada pela 

interação com os íons. 

 

 

Na Figura 45 é apresentada a variação da intensidade de fluorescência na 

presença dos íons. Estes foram classificados levando em consideração o efeito que 

exerceram no comportamento fotofísico das nanopartículas. Foi observado que alguns 

íons não influenciaram a intensidade nem a posição das bandas de emissão (os 

espectros completos podem ser vistos na Figura S21. Outros suprimiram parcialmente a 

fluorescência e outros suprimiram completamente o sinal luminoso dos C-dots. Os efeitos 

de quenching podem estar relacionados com a configuração eletrônica dos cátions 

metálicos,210 apesar de uma correlação linear não ter sido encontrada. 

De maneira geral, os metais com subníveis completos,  grupos I, II, XII e Al3+ ( por 

exemplo, Li+, Na+ e Zn2+ possuem configuração s2 e d10, com exceção do In3+) não 

causaram efeitos significativos na fotoluminescência dos C-dots.  
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Os íons Ag+ e Au+, apesar de apresentarem configuração d10, apresentaram 

comportamento anômalo aos demais íons com camadas fechadas. Estes dois íons 

suprimiram parcialmente a emissão das partículas.  

Os íons Ru3+, Pd2+, Zr4+, Fe3+ e Ce3+ foram os que mais fortemente causaram 

efeito de supressão. Neste grupo, as propriedades paramagnéticas de alguns deles 

podem ser a causa da supressão, como já foi reportado em outros trabalhos.218,219 As 

espécies Fe3+ e Ru3+ interagem fortemente com os grupos –OH presentes na superfície 

das partículas, formando complexos não fluorescentes.210 Esta maior supressão pode 

estar relacionada com o fato destes íons possuírem subníveis d não completamente 

preenchidos, facilitando assim o processo de transferência de carga dos Carbon Dots 

para os íons metálicos. Esta transferência compete com os processos de decaimento 

radiativos, causando o efeito quenching no processo de luminescência. No entanto, não 

se pode dizer que haja uma correlação linear entre o quenching e o preenchimento dos 

orbitais d, uma vez que os íons Mn2+, Ni2+ e Co2+ não suprimiram de forma significativa 

a emissão radiativa e também possuem o subnível d incompleto. 

Outro resultado interessante obtido durante as titulações espectrofluorimétricas 

foi a mudança de perfil das bandas de emissão causada por diferentes íons. Por 

exemplo, na Figura 45 é possível observar os espectros de fluorescência das titulações 

com Na+, Au+ e Fe3+. A adição de íons de sódio não causa nenhuma alteração no perfil 

da banda de emissão. Com a adição de íons de ferro e de ouro, o comportamento é 

diferente. À medida em que mais íons são adicionados nas soluções, a intensidade do 

sinal de fluorescência torna-se menor, no entanto quando as titulações são realizadas 

com Fe3+ ou Ru3+ é possível observar que a banda de emissão centrada em 500 nm é 

suprimida mais rapidamente enquanto que a banda centrada em 430 nm se torna mais 

evidente. Este fato pode ser um indício de que partículas de diferentes tamanhos se 

coordenam de diferentes maneiras com determinados íons. 
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Figura 45. Gráficos dos experimentos de Titulação Espectrofluorimétrica dos C-dots na 

presença dos íons metálicos: (a) Na+, (b) Au+, (c)Fe3+. 

 

4.5.1 Fluorescência resolvida no tempo na presença de metais 

 

Experimentos de fluorescência resolvida no tempo também foram realizados para 

investigar a interação das partículas na presença de alguns cátions (Figura 46). Os dados 

principais são apresentados na Tabela 7. 

 

Figura 46. Espectro de emissão de fluorescência resolvida no tempo dos C-dots (16 

ppm) na presença de 160 M dos cátions metálicos. IRF = Instrument response Function. 
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Para facilitar a discussão dos resultados dos experimentos de tempo de 

decaimento, as amostras estudadas foram separadas em quatro categorias, que estão 

representadas na Tabela 7.  

A primeira (#1) está relacionada aos C-dots em solução na ausência de cátions 

metálicos. Como mostrado anteriormente, estas nanopartículas apresentam dois tempos 

de decaimento (0,667 ns e 4,494 ns), com o mais curto apresentando população de 

(~80%) (Tabela 7, entrada 1). 

A segunda entrada (#2) está relacionada aos C-dots na presença de cátions com 

subníveis completos (Al3+, Li+ e Sr2+) que não causaram supressão na fluorescência das 

nanopartículas. Neste caso, é observado apenas um tempo de decaimento, assim como 

observado para os C-dots em solução diluídas (Tabela 7, entrada 3). Como dito antes, 

os tempos mais curtos, podem estar relacionados às partículas menores presentes em 

solução. 

A terceira entrada (#3) apresenta os C-dots na presença de íons que causaram 

supressão parcial do sinal luminoso (Mn2+, Cu2+ e Au+). Assim como na entrada #1, são 

observados dois tempos de decaimento, no entanto a presença destes íons causa 

aumento na população relacionada ao tempo de vida mais curto.  

A última entrada (#4) apresenta o efeito dos íons Ru3+, Pd2+, Fe3+ e Ce3+. De 

maneira semelhante à entrada #2, foi observado apenas o tempo de decaimento mais 

curto, relacionada às partículas menores. Apesar de as entradas #2 e #4 apresentarem 

semelhanças no que concerne o tempo de decaimento, seus estados excitados são 

bastante diferentes. Os metais utilizados na entrada #2, por não causarem efeitos de 

supressão, não influenciam no decaimento radiativo, permitindo a recombinação HOMO-

LUMO após a excitação. Já os metais testados na entrada #4 suprimem completamente 

o sinal luminoso, isto significa que estes íons não permitem a recombinação dos elétrons, 

efeito este provavelmente causado por processos de transferência eletrônica (PET = 

photoinduced eléctron transfer). 
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Tabela 7. Dados relevantes de Fluorescência Resolvida no Tempo para os C-dots na 

presença de 160 M de diferentes cátions metálicos, em que é o tempo de vida da 

fluorescência (em ns) e av é a média dos tempos de vida. Os números 1 e 2 são relativos 

aos diferentes decaimentos observados. 

 Comp. 1 (%) 2 (%) av 

1 C-dot 0,667 (78,96) 4.494 (21,04) 1,472 1.00 

2 

C-dot@Al3+ 0,245 (100) - 0,245 6,01 

C-dot@Li+ 0,556 (100) - 0,556 2,65 

C-dot@Sr2+ 0,869 (100) - 0,869 1,69 

3 

C-dot@Mn2+ 0,538 (92,77) 5,467 (7,23) 0,894 1,65 

C-dot@Cu2+ 0,358 (97,58) 5,401 (2,42) 0,480 3,07 

C-dot@Au+ 0,547 (88,23) 4,784 (11,7) 1,045 1,41 

4 

C-dot@Ru3+ 0,133 (100) - 0,133 11,07 

C-dot@Pd2+ 0,086 (100) - 0,086 17,12 

C-dot@Fe3+ 0,207 (100) - 0,207 7,12 

C-dot@Ce3+ 0,238 (100) - 0,238 6,18 
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4.5.2 Estudo do Efeito Quenching 

 

A fim de se compreender de maneira mais detalhada os resultados obtidos na seção 

anterior, foi decidido estudar a causa da supressão da fluorescência dos C-dots. 

O quenching, supressão do sinal luminoso, pode ser causado por efeitos de quenching 

dinâmico, quenching estático, efeito de filtro interno (IFE = inner filter effect), decaimentos 

não radiativos, transferência de energia, fótons e elétrons.49,56 Com base nas 

características dos C-dots e dos íons metálicos, foi decidido investigar os processos de 

transferência de elétrons como sendo a causa da supressão da fluorescência. Os íons 

apresentam orbitais d e f semi-preenchidos que podem prontamente aceitar elétrons 

provenientes dos C-dots. Para investigar a natureza da supressão observada, o método 

Stern-Volmer foi utilizado, os resultados são apresentados na Tabela 7 e na Figura 47. 

 

 

Figura 47. Gráficos de Stern-Volmer dos C-dots na presença de diferentes cátions 

metálicos. (a) Curva linear. (b) Curvas não lineares. 
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Os Carbon dots apresentaram, na presença dos metais que não causaram 

quenching, uma razão F0/F praticamente constante (Figura S21). Os íons destes metais 

apresentam subníveis completos e não podem, portanto, receber elétrons. 

 A fluorescência dos C-dots, em relação aos cátions do segundo grupo, metais 

com orbitais disponíveis, apresentaram dependência linear em relação à concentração 

destes íons (Figura 47a).  Este resultado consistente com o efeito de quenching estático, 

com as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e quenching bimolecular (Kq) com valores de 

103 M-1 e 1012 M-1, respectivamente (Tabela 7). 

O gráfico de Stern-Volmer do terceiro grupo de metais apresentou uma curva 

côncava para cima, em direção ao eixo y (Figura 47b).Este tipo de curva indica a 

ocorrência de processos estáticos e dinâmicos.70 É bem conhecido que desvios da lei de 

Stern-Volmer podem ocorrer por inúmeras causas.220 Por exemplo, se a fluorescência 

ocorre devido à emissão de mais de um estado excitado, as constantes de quenching 

para os vários estados serão diferentes, e em consequência uma equação mais 

elaborada será necessária para expressar a intensidade do sinal luminoso em função da 

concentração do quencher.220 Desta maneira, acredita-se que a supressão da 

fluorescência dos C-dots na presença dos íons pode estar relacionada a várias 

constantes, relacionadas às diferentes espécies de partículas no estado excitado. 
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Tabela 7. Dados do método de Stern-Volmer para os C-dots na presença de diferentes 

cátions, em que KsV é a constante (a 103 M-1) de Stern-Volmer, Kq é a constate de 

quenching bimolecular (a 1012 M-1s-1) e R é o coeficiente de determinação. 

Metal Equação KSV Kq
 R2 

Os(III) 4044,23 [Q] + 1 4,044 2,747 
0,990 

In(III) 9708,92 [Q] + 1 9,708 6,595 
0,989 

Co(II) 1249,57 [Q] + 1 1,249 8,485 
0,993 

Cu(II) 3318,75 [Q] + 1 3,318 2,254 
0,969 

Au(I) 5053,69 [Q] + 1 5,053 3,433 
0,987 

Mn(II) 1751,26 [Q] + 1 1,751 1,190 
0,988 

Sn(II) 3510,83 [Q] + 1 3,510 2,385 
0,991 
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4.5.2 Estudo do material precipitado 

  

A interação íon-partícula ocorre primeiro por forças de natureza eletrostática. Os íons 

positivos são atraídos pelas nanopartículas negativamente carregadas. Ao interagirem, 

a solução coloidal dos C-dots coalesce, como pôde ser visto na Figura 41, na seção 

anterior. No entanto, a intensidade e consequência destas interações depende da 

configuração eletrônica do íon. Os agregados carbonáceos presentes em solução podem 

ser desagregados ou não, dependendo da disponibilidade dos orbitais dos íons 

presentes. Acredita-se que esse processo de transferência eletrônica se dê 

principalmente pelas interações dos íons com os grupos fenólicos e carboxílicos 

presentes na superfície do material. 

Para estudar a natureza destas interações, as suspensões contendo os 

agregados foram centrifugadas, o material precipitado, contendo as partículas C-

dots/cátions foi analisado por IV e por microscopia eletrônica. O resultado de IV obtido 

para o íon de Fe(III) é apresentado na Figura 48, os resultados obtidos para os demais 

íons são apresentados no apêndice (Figura S22). Fica claro ao se observar no espectro 

do compósito C-dot/Fe a diminuição da banda de vibração da ligação C=O em 1700 cm-

1 referente às carbonilas dos ácidos carboxílicos presentes na superfície do material. 

Verifica-se também o deslocamento da vibração da ligação C-O em 1242 cm-1.  

A ocorrência destas observações é um forte indicativo da interação dos grupos 

funcionais presentes na superfície das partículas com os íons em solução. A supressão 

das suas bandas de absorção mostra que o material precipitado apresenta 

características diferentes após interagir com os íons. 

Além dos espectros de IV, foi possível também obter imagens de microscopia de 

alta resolução destes materiais. Na Figura 49 é possível observar a imagem de uma 

partícula do compósito C-dots/Fe.  
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Figura 48. Espectro de IV do material do precipitado da solução contendo C-dots e íons 

de Fe3+. 

 

 

 A principal diferença dessa imagem, ao se comparar com as imagens dos C-dots 

puros, é o fato de as partículas encontradas estarem isoladas. Na amostra, não foi 

observada a presença de aglomerados de partículas no grid. Outro fato importante de 

ser ressaltado foi percebido com o auxílio do experimento de EDS. Na Figura 49a, é 

possível observar duas regiões, a e b, destacadas com círculos brancos. Foram 

realizadas análises de EDS dessas regiões. O espectro da região a revelou uma grande 

presença de Ferro nos limites da partícula (Figura 49b). O espectro da região b mostra 

que longe dos limites da partícula, a abundância do elemento ferro diminui, indicando a 

forte interação entre as partículas de carbono e os íons presentes na solução e que o 

material precipitado é de fato um híbrido dos C-dots com elemento ferro. 
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Figura 49. Imagens de microscopia de transmissão (200 kV) precipitado da solução 

contendo C-dots e íons de Fe3+. (b) Imagem do espectro de EDS da região a. (c) Imagem 

do espectro de EDS da região b. 
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5 Conclusões e Perspectivas 

 

De acordo com os dados obtidos na fase de caracterização das nanopartículas de 

carbono a partir das análises de RMN, IV e XPS, conclui-se que o material é altamente 

oxidado, com variados tipos de ligações C=C, C-H, C-C, C-O, C=O, O-C=O, O-H. Essas 

ligações podem ser provenientes de grupos fenóis, cetonas, éteres, estéres e ácidos 

carboxílicos, os quais devem estar presentes na superfície dos C-dots.  

Os carbon dots possuem domínios de carbono sp2, que são folhas de grafeno 

existentes de forma desordenada em sua estrutura. Essas “ilhas” dão origem à 

luminescência observada. As partículas obtidas possuem potencial de superfície 

negativo, o que permite com que atraiam cátions metálicos para suas proximidades. 

Dependendo das características dos íons atraídos, o material formado pode possuir 

propriedades interessantes para posterior aplicação em fotocatálise, uma vez que foi 

constatado que a presença de alguns íons acelera o processo de decomposição dos C-

dots quando irradiados em comprimentos de ondas abaixo de 300 nm. Os C-dots obtidos 

neste trabalho não puderam ainda ser testados em experimentos de marcação celular. 

As análises estão em andamento e os resultados serão discutidos em futuros trabalhos. 

Na próxima fase deste projeto, pretende-se realizar estudos eletroquímicos dos 

C-dots em conjunto com os cátions metálicos para complementar os estudos 

espectroscópicos, bem como titular soluções dos C-dots com alguns dos íons estudados 

e simultaneamente medir o potencial zeta da solução, para que assim se possa verificar 

o efeito da presença das cargas positivas no potencial de superfície das partículas.  
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1 Experimental 
 

Os equipamentos utilizados para a caracterização dos materiais desenvolvidos neste 

trabalho:  

Geral. Todos os reagentes foram usados como recebidos sem purificações adicionais. 

HNO3 (65%), HCl (37%), NaOH (99%). Soluções aquosas de Na(I), Li(I), Sr(II), Ba(II), 

Al(III), Cd(II), Hg(II), Zn(II), Ni(II), Co(II), Mn(II), Cu(II), Sn(II), Os(III), Au(I), In(II), Ru(III), 

Pd(II), Fe(III) e Ce(III) from preparadas a partir de seus cloretos. Solução aquosa de Ag 

(I) foi preparada a partir do seu sal de nitrato. Solução aquosa de Zr (IV) foi preparada a 

partir de seu oxicloreto. Água deionizada foi utilizada em todas as análises. 

Síntese dos C-dots: Os carbon dots estudados nesse trabalho foram sintetizados a 

partir de carvão ativo comercial. 5 g de CA foram colocados em um balão de 250 mL, em 

seguida foi adicionado 100 mL de uma solução de HNO3 5 M.O sistema foi refluxado por 

48 horas a 150 ºC. O material obtido foi centrifugado a 2500 rpm, o sobrenadante foi 

separado do precipitado. A solução obtida foi colocada em um béquer e colocada para 

evaporação para diminuição de seu volume. Em seguida, a solução foi filtrada em filtros 

de 0,45 m e depois em filtros de 0,22 m de diâmetro de poro. Depois da filtração, a 

solução contento as partículas de carbono foram centrifugadas a 13000 rpm por duas 

horas. A solução final foi colocada para evaporação, obtendo-se 500 mg de C-dots. 

Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-Vis):  Os espectros de UV-Vis 

foram registrados de soluções aquosas de 0,4 mg mL-1 dos nanomateriais, em cubeta 

de quartzo com caminho óptico de 1 cm, usando-se um espectrofotômetro Cary UV-50.   

 Espectroscopia de Infravermelho: Os espectros no Infravermelho por transformada 

de Fourier (FTIR) foram obtidos numa região de 4000-500 cm-1 utilizando o 

espectrômetro Bruker modelo Alpha-P. 

Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN): Os espectros de RMN 
1H e 13C foram obtidos em espectrômetro Varian 400 MHz. 

Espectrometria de Massas: As análises de ESI-MS foram obtidas a partir de um 

aparelho Waters micromass Q-TOF MicroTM. 
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Espectrofotômetro de Fluorescência:  Os espectros de fluorescência foram  realizados  

em  um  espectrofotômetro  Cary  Eclipse  Spectrophotomer Varian. As medidas foram 

realizadas à velocida média, com alta voltagem, com slit de excitação com abertura de 

5, e slit de emissão com abertura de 2,5. 

Potencial zeta e análises de DLS: Os potenciais zeta e medidas de raio hidrodinâmico 

foram medidos em um Zetasizer Nano-ZS90, utilizando soluções aquosas (2 µg.mL-1 ) 

em pH 5 das amostras. As medidas foram realizadas em triplicata. 

Fluorescência resolvida no tempo: As análises foram realizadas por múltiplas 

contagens de fótons relacionada com o tempo no equipamento Easy Live. O método dos 

mínimos quadrados não-linear foi utilizado para ajustar o decaimento para uma soma de 

exponenciais. O valor de 2 e uma inspeção visual dos resíduos e a função de 

autocorrelação foram usadas para determinar a qualidade do ajuste. Aproximação para 

decaimento mono-exponencial Fit = A+B1exp(-t/1) + B2exp(-t/2) foi utilizada.  

Espectroscopia de Fotoelétrons Induzidos por Raios X (XPS): As medidas de XPS 

foram obtidas com uma energia de 1,84 keV na estação SXS do Laboratório Nacional de 

Luz Síncroton em Campinas, SP. 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET): A caracterização morfológica 

nanoestrutural das amostras foi realizada pela técnica de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). As imagens foram registradas em um microscópio JEOL modelo 

JEM1200 EXII opereo em 80 kV, e as análises de microscopia de alta resolução foram 

realizadas no equipamento JEOL opereo em 200 kV, ambos disponíveis no Centro de 

Microscopia Eletrônica (CME) da UFRGS. Para a análise de MET as amostras foram 

preparadas por dispersão de poucos miligramas de NPs em acetona à temperatura 

ambiente. Essa solução foi homogeneizada em ultrassom por 10 min. Duas gotas dessa 

solução foram depositadas sobre uma tela de Cu (400 mesh) revestida com um filme de 

carbono.  

 

Método de titulação: Neste experimento, 15 mL de uma solução NaOH 0,1 M foi 

misturado com 20 L de uma solução de C-dots a 1,0x104 ppm. Ácido clorídrico 0,1 foi 

adicionado em pequenos volumes (200-20 L) usando uma micropipeta.161 Os valores 

de pKa foram calculados fazendo a derivada do volume em relação ao pH.184 
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Microscopia confocal de varredura a LASER: As imagens celulares foram obtidas em 

microscópio confocal de varredura a LASER Leyca, modelo TCS SP5. As imagens foram 

adquiridas com laser operando a 25% de potência, em modo de duas varreduras por 

linha e com “pinhole” em abertura de 0,95 μm. 

Experimentos Biológicos: Todos os derivados BTDs foram diluídos em água na 

presença de DMSO (abaixo de 0,1%) no meio celular suplementado com 10% de soro 

bovino fetal. As seguintes linhagens celulares foram utilizadas: A2780, MCF-7, T4D7 e 

HUVEC. As amostras celulares foram mantidas de acordo com a ATCC (American Type 

Culture Collection) a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. 

Viabilidade celular. Para os testes de viabilidade celular, foram aplicadas soluções de 

diferentes concentrações. 10 e 100 M. As células foram encubadas com os derivados 

BTDs por até 24 horas e analisadas por ensaios padrões de MTT, seguindo as 

recomendações (R&D System Inc, MN, USA). Brevemente, 3×103 células de cada 

linhagem foram colocadas em uma placa e mantidos a 37 ºC por 8 horas. As células 

foram encubadas com 150 L de uma solução 0,5 mg mL-1 de MTT no meio de cultura 

por 4 horas no escuro a 37ºC. MTT é reduzido pelo metabolismo celular a cristais 

insolúveis  do corante roxo formazan que se acumulam no citoplasma. A solução de MTT 

é removida e 200 L de DMSO são adicionados em todas as amostras para solubilizar o 

formazan. A placa é analisada em um espectrofotômetro e o de absorção é 570 nm. O 

ensaio de MTT foi realizado em triplicatas. A viabilidade celular foi determinada pela 

medida de MTT obtida para as amostras testadas comparadas com o a amostra de 

controle nas mesmas condições, seguindo a seguinte expressão: (Sobrevivência % = 

[(amostra testada)/(amostra controle)] × 100). 

Experimentos de Bioimageamento: Células foram cultivadas em uma placa de petri de 

13 mm, foram colocadas para aderir por 8 horas, depois foram lavadas três vezes com 

soro para a remoção de células não aderidas. Após confluência, as células foram 

divididas em duas amostras: vivas e fixadas. As células vivas foram encubadas por 30 

minutos com uma solução 1 M de cada composto a 37 ºC. Estas amostras foram 

lavadas três vezes com PBS 1X (pH 7,4) à temperatura ambiente e fixadas em 

formaldeído 3,7% por 30 minutos. As amostras foram lavadas novamente com PBS 1 X 
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(pH 7.4) a temperatura ambiente. Em seguida, as tampas foram colocadas por cima das 

lâminas de vidro usando Prolong Gold Antifade (Invitrogen) de acordo com as 

recomendações do fabricante. As amostras fixadas foram lavadas três vezes com PBS 

e depois fixadas com formaldeído 3,7% por 30 minutos. Após o processo de fixação, as 

amostras foram lavadas três vezes com PBS a temperatura ambiente e incubadas por 

30 minutos com soluções 1 M de cada composto. O controle negativo foi realizado com 

incubação das amostras em 0,1% de DMSO. As amostras foram analisadas utilizando 

um microscópio confocal e excitadas usando comprimento de onda de 405 nm. Todos 

os ensaios foram realizados em triplicatas. 

Análises de EPR e quantificação de ROS: Para realizar estes ensaios, células MCF-7 

foram cultivadas e aderidas a uma placa de petri por 24 horas. Após esse período, as 

células foram incubadas com N-acetilcisteina (NAC, 20 M) 5 mM ou Menadiona (100 

M) ou com BTD-4APOc (10 ou 100 M). O controle negativo foi realizado incubando as 

amostras com meio de cultura celular DMEM. Após os tratamentos, foram adicionados 

às amostras 20 L de 1-hidroxi-3metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametil-pirrolidina (CMH). 

Após 25 minutos as amostras foram incubadas com CMH, 400 mL do sobrenadante 

foram coletadas de todas as amostras. Em seguida, a sonda de ROS foi adicionada. Os 

experimentos de EPR foram então realizados em duplicatas. As medidas foram 

realizadas em um espectrômetos equipado com uma Banda-X (9 GHz) de alta 

sensibilidade. A altura do pico foi utilizada para detecção do sinal. Uma curva de 

calibração foi obtida utilizando o radical nitroxido diluído em solução tampão de Krebs-

Henseleit  nas seguintes concentrações: 0, 5, 10, 50 e 100 M. Nesta faixa de 

concentração, uma curva linear é obtida e os dados foram coletados nesta faixa. Todos 

os resultados são expressos como ± SEM. Os testes estatísticos utilizados neste estudos 

estão anotados nas legendas das figuras. P < 0,005 foi considerado estatisticamente 

significante. 
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1.1 Síntese dos derivados BTDs 

 

Síntese do BTD-4AP, (4-(4-aminopiridina)-2,1,3-benzotiadiazola). 4-bromo-2,1,3-

benzotiadiazola (100 mg, 0,4 mmol), 1,4-aminopiridina (65,0 mg, 0,7 mmol), (Pd(OAc)2 

(5,0 mg, 5 mol%), DPEPhos (12 mg, 5 mol%), e tBuOK (100 mg, 0,9 mmol) foram 

misturados em tolueno (5 mL) em um tubo Schlenk. A mistura reacional foi agitada a 120 

ºC por 72 horas. Em seguida, a reação foi resfriada e filtrada em Celite utilizando acetato 

de etila como solvente. O material obtido foi concentrado e purificado por coluna 

cromatográfica utilizando gradiente de polaridade de acetato de etila e hexano até 

(EtOAc/Hexano 50:50 v/v). O produto desejado foi obtido com 80% de rendimento. Ponto 

de Fusão: 140.5-142.0 °C. IV (cm-1) 3418, 2925, 1594, 1420, 1150, 990. RMN 1H (400 

MHz, CD3OD) δ (ppm) 8.38-8.33 (m, 2H), 7.66-7.56 (m, 2H), 7.48-7.44 (m, 1H), 7.22- 

7.18 (m, 2H). RMN 13C-(1H) (100 MHz, CD3OD) δ (ppm) 155.4, 149.8, 148.9, 148.8, 

132.5, 130.5, 114.3, 111.4, 111.1. HRMS (ESI-Q-TOF) calcd. para [C10H9N4S+H]+ 

229.0548, encontrado: 229.0581.  

Síntese do BTD-4APBu, (Brometo de 4-(1-butil-4-aminopiridínio)-2,1,3-

benzotiadiazola). 1-Bromobutano (300 mg, 2,0 mmol) e BTD-4AP (50 mg, 0,2 mmol) 

foram misturados em MeCN, 5,0 mL) em um tubo Schlenk. A mistura reacional foi agitada 

a 90 ºC por 24 horas. Em seguida, o Schlenk foi resfriado e o solvente evaporado. Foi 

obtido um oléo e este foi lavado com acetato de etila até não mais se observar os 

produtos de partida por CCD. O produto final foi obtido na forma de um oléo amarelo 

escuro com 50% de rendimento (0.1 mmol, 37 mg). IV (cm-1): 3420, 3020, 2850, 1649, 

1537, 1461, 1190. RMN 1H (400 MHz, CD3OD) δ (ppm) 8.34 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.03-

8.01 (m, H), 7.80-7.71 (m, 2H), 7.24 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 4.28 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 1.90 (q, 

J = 8.0 Hz, 2H), 1.41 (sex, J = 8.0 Hz, 2H), 1.01 (t, J = 8.0 Hz, 1H). 13C-(1H) RMN (100 

MHz, CD3OD) δ (ppm) 155.7, 155.6, 149.3, 142.3, 129.7, 128.8, 123.3, 119.9, 109.9, 

58.5, 33.0, 19.2, 13.4. HRMS (ESI-Q-TOF) calcd. para [C15H17N4S]+, 285.1174, 

encontrado: 285.1127. 

Síntese do BTD-4APOc (Brometo de 4-(1-octil-4-aminopiridínio)-2,1,3-

benzotiadiazola). 1-Bromooctano (300 mg, 2,0 mmol) e BTD-4AP (50 mg, 0,2 mmol) 

foram misturados em MeCN, 5,0 mL) em um tubo Schlenk. A mistura reacional foi agitada 
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a 90 ºC por 24 horas. Em seguida, o Schlenk foi resfriado e o solvente evaporado. Foi 

obtido um óleo e este foi lavado com acetato de etila até não mais se observar os 

produtos de partida por CCD. O produto final foi obtido na forma de um óleo amarelo 

escuro com 60% de rendimento. IV (cm-1): 3130, 2936, 1680, 1517, 1460, 1124, 841. 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3/CD3OD 1:1 v/v) δ (ppm) 8.12 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.82-7.79 (m, 

1H), 7.55-7.53 (m, 2H), 7.18 (br, 2H), 4.15 (t, J = 4.0 Hz, 2H), 1.87-1.60 (m 2H), 1.29-

1.00 (m, 10H), 0.72 (t, J = 8.0 Hz, 3H). RMN 13C-(1H) (100 MHz, CDCl3/CD3OD 1:1 v/v) 

δ (ppm) 155.47, 155.43, 149.3, 142.2, 129.5, 128.6 (2C), 122.4, 119.8, 58.7, 31.3, 30.9, 

28.65, 28.62, 25.7, 22.2, 13.6. HRMS (ESI-Q-TOF) calcd. para [C19H25N4S]+, 341.1800, 

encontrado: 341.1863. 

Síntese do BTD-4APBuP (N-(1-(4-(triphenylphosphonium)butyl)-4-pyridinium)-

2,1,3-benzotiadiazola-4-amine di-bromide). BTD-4AP (11.5 mg, 0.05 mmol) e 

(brometo de 4-bromobutil-trifenilfosfônio (238 mg, 0.5 mmol) foram misturados em 5 mL 

de DMF em tubo Schlenk. A mistura reacional foi agitada a 70 ºC por 24 horas. Em 

seguida, o Schlenk foi resfriado e o solvente evaporado. Foi obtido um óleo e este foi 

lavado com acetato de etila até não mais se observar os produtos de partida por CCD. 

O produto final foi obtido na forma de um óleo amarelo escuro com 27% de rendimento. 

IV (cm-1): 3060, 3051, 984, 2925, 1667, 1450, 1114, 808. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3/CD3OD 1:1 v/v) δ (ppm) 8.87 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.85-7.45 (m, 20H), 4.67 (t, J = 

8.0 Hz, 2H), 3.91-3.83(m, 2H), 2.51-2.43 (m, 2H), 1.92-1.83 (m, 2H). RMN 13C-(1H) (100 

MHz, CDCl3/CD3OD 1:1 v/v) δ (ppm) 155.6, 155.4, 149.5, 143.3, 135.2-135.1 (d, J = 10 

Hz, 3C), 133.3-133.2 (d, J = 10.0 Hz, 6C), 130.5-130.3 (d, J = 20.0 Hz, 6C), 129.6, 129.0, 

121.9, 121.8, 118.1-117.2 (d, J = 90.0 Hz, 3C), 43.7, 32.0-31.9 (d, J = 10.0 Hz), 21.6-21.1 

(d, J = 50.0 Hz), 19.39-19.36 (d, J = 3.0 Hz) RMN 31P-(13C)  (161 MHz, CDCl3/CD3OD 1:1 

v/v) δ (ppm) 24.4. HRMS (ESI-Q-TOF) calcd. para [C33H31N4PS]2+, 273.1004, 

encontrado: 273.1049. 
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1.2 Espectros 
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Figura S1. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4AP.  
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Figura S2. RMN 13C (APT, 100 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4AP. 
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Figura S3. Espectro de ESI(+)-MS/MS do íon [BTD-4AP + H]+. 
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Figura S4. RMN 1H (400 MHz, CD3OD) do BTD-4APBu. 
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Figura S5. RMN 13C (APT,100 MHz, CDCl3) do BTD-4APBu. 

 

 

Figura S6. Espectro de ESI(+)-MS/MS do íon [BTD-4APBu]+. 
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Figura S7. RMN 1H (400 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4APOc. 
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Figura S8. RMN 13C (APT,100 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4APOc. 
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Figura S9. Espectro de ESI(+)-MS/MS do íon [BTD-4APOc]+. 
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Figura S10. RMN 1H (400 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4APBuP. 
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Figura S11.  RMN 13C (APT, 100 MHz, CDCl3/CD3OD) do BTD-4APBuP. 
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Figura S12. RMN 31P (161 MHz, CDCl3/CD3OD, H3PO4 como referência de 0.0 ppm) do 

BTD-4APBuP. 
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Figura S13. Espectro de ESI(+)-MS/MS do íon [BTD-4APBuP]2+. 

 

1.3 Bioimageamento 

 

 

Figura S14. Células tumorais MCF-F marcadas com BTD-4AP (1 M). (A) e (B) células 

vivas. (C) e (D) células fixadas. Um sinal fluorescente não específico é observado no 
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citoplasma das células em ambas as amostras. A letra N indica o núcleo das células. 

Barra da escala de 10 m. 

 

 

 

 

Figura S15. Células tumorais A2780 marcadas com BTD-4APBu (1 M). (A) e (B) 

células vivas. (C) e (D) Células fixadas. Observe a acumulação no citoplasma (setas 

brancas) em uma região próxima ao núcleo das células em ambas as amostras, uma 

região rica em mitocôndrias. A letra N indica o núcleo das células. Barra da escala de 10 

m. 
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Figura S16. Coeficiente de correlação de Pearson obtido a partir de 10 imagens dos 

experimentos de bioimageamento com células MCF-7 marcadas com BTD-4APOc. O 

gráfico de dispersão à esquerda está de acordo com os resultados ordinários da 

regressão dos mínimos quadrados. A imagem no centro apresenta o PCC das imagens 

com os respectivos controles negativos. Os dados à direita são os valores de PCC para 

cada uma das imagens e os valores com rotação de 90º. 
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Figura S17. Resultados dos experimentos de EPR para se avaliar a formação das 

espécies ROS formadas no meio intracelular. 
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1.4 Síntese dos C-dots 

 

Depois do refluxo, o material foi centrifugado a 3500 rpm para remoção do material 

não solúvel, em seguida o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,45 mm. O material 

filtrado foi centrifugado a 6000 rpm, o sobrenadante foi removido e levado novamente à 

centrfugação de 13000 rpm e filtrado em membranas de 0,22 m. A água foi removida e 

foram obtidos C-dots, de caráter altamente higroscópicos. 

1.5 Dados CHN 

 

Tabela S1. Dados obtidos da análise elementar. 

Amostra %C %H %N 

CA 73,45 1,76 0,12 

 73,3 1,89 0,15 

Média 73,375 1,825 0,135 

    

C-dot 51,58 1,69 1,09 

 51,04 1,81 1,12 

Média 51,31 1,75 1,105 

 

 

 

1.6 Espectros de Fluorescência 

 

Figura S18. Emissão de fluorescência das bandas de absorção, localizadas em 227, 290 

e 370 nm, observadas no espectro de UV-Vis. 
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Figura S19. Absorbância vs comprimento de onda. À direita solução dos C-dots com os 

íons, à esquerda espectros dos cátions em solução. Li+ (A), Mn2+ (B), Au+ (C), Na+ (D), 

Zn2+ (E), Al3+ (F), Fe3+ (G), Co2+ (H), In3+ (I), Ru3+ (J), Os3+ (K), Cu2+ (L), Ni2+ (M), Ag+ (N), 

Pd2+ (O). 
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Figura S20. Intensidade de fluorescência vs comprimento de onda. Li+c(A), Mn2+ (B), 

Au+c(C), Na+ (D), Zn2+c(E), Al3+c(F), Fe3+c(G), Co2+c(H), In3+c(I), Ru3+c(J), Os3+ (K), Cu2+ 

(L), Ni2+ (M), Ag+ (N), Pd2+ (O). 
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Figura S21. Gráficos de Stern-Volmer dos C-dots na presença de diferentes cátions 

metálicos, curva sem inclinação. 
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1.7 Espectros do Material Precipitado 

 

 

Figura S22. Espectros de IV dos C-dots em preto e dos compósitos C-dots com íons 

metálicos em vermelho. (a) Na+, (b) Ag+, (c) Ni2+, (d) Ru3+. 
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